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Resumo

O centeio (Secale cereale L.) € uma cultura importante pela sua capacidade de
resistir e tolerar diversos stresses bioticos e abidticos. A toxicidade do aluminio (Al)
limita o crescimento e a produtividade das culturas em solos acidos, sendo o maior
factor limitante para o crescimento das plantas, numa grande area Mundial. Tem sido
descrita uma grande variabilidade na tolerancia ao Al, entre espécies diferentes e dentro
da mesma espécie, nas mais variadas culturas. Entre os cereais, o centeio é considerada
a espécie mais tolerante. O género Secale inclui varias espécies silvestres e uma Unica
espécie cultivada (S. cereale). Varios estudos tém sido efectuados no centeio cultivado
para determinar o grau de tolerancia ao Al e para caracterizar a sua variabilidade. No
que respeita as espécies silvestres € muito pouco conhecido o seu comportamento
relativamente a tolerdncia ao Al. Sendo as espécies de Secale, na sua maioria,
alogamicas, existe uma grande diversidade de gendtipos, o que favorece a selec¢do
natural do germoplasma mais adequado as diferentes condi¢cdes edafo-climaticas. Este
facto torna o centeio de extrema importancia para utilizacdo em programas de
melhoramento genético de espécies afins e economicamente importantes. Para avaliar a
diversidade genética tém sido desenvolvidos marcadores moleculares que permitem
estudar as relagcbes filogenéticas através da analise do grau de polimorfismo que as
espécies apresentam. Os mecanismos da tolerancia ao Al sdo diversos e dependentes da
espécie em causa. A exsudacdo dos acidos organicos foi descrita como um dos
mecanismos implicados na tolerancia ao Al e ganhou maior destaque com a recente
clonagem dos genes que codificam a exsudacdo do malato (ALMT) e do citrato (MATE),
pelas raizes, activada pelo Al.

Neste trabalho, avaliou-se a resposta de cinco espécies/subespécies silvestres do
género Secale, e quatro variedades/populacdes do centeio cultivado S. cereale. Foram
utilizadas quatro testemunhas, duas sensiveis e duas tolerantes. Os resultados obtidos
permitiram inferir da grande variabilidade existente na tolerancia ao Al entre 0s varios
gendtipos de centeio estudados.

Estudou-se a variabilidade genética deste material vegetal através dos marcadores
RAPDs e ISSRs e determinaram-se as relaces filogenéticas. Foram encontrados 436
marcadores de PCR (243 RAPDs e 193 ISSRs) onde 294 se revelaram polimérficos. A



percentagem de polimorfismo detectada foi de 60,50 e 76,17 %, nos marcadores RAPDs
e ISSRs, respectivamente. A andlise dos resultados foi efectuada através do método
UPGMA utilizando o coeficiente SM. A combinacdo destes marcadores originou um
dendrograma no qual se agruparam onze centeios estudados. Com o objectivo de
relacionar diferentes sequéncias com diferentes graus de tolerdncia foi iniciado um
estudo de analise de sequéncias do gene MATE. Foram obtidas, a partir do gDNA,
sequéncias de trés exdes do gene MATE, de plantas tolerantes e sensiveis das diferentes

especies, e verificou-se a existéncia de uma grande variabilidade.

Palavras-chave: Secale cereale L., toxicidade do aluminio, acidez dos solos,

marcadores moleculares, variabilidade genética, MATE



Abstract

Rye (Secale cereale L.) is an important crop due to its ability to resist and tolerate
biotic and abiotic stresses. Aluminum (Al) toxicity limits growth and crop yield in acid
soils and is the main limiting factor for plant growth in most parts of the world. A large
variability in Al tolerance has been described among different species and within the
same species, in several crops. Among cereals, rye is the most tolerant species. The
genus Secale includes several wild species and one cultivated species (S. cereale).
Several studies have been carried out on cultivated rye to determine the Al tolerance
degree and to characterize the variability, relatively to wild ryes, there is few
information about its behavior to Al tolerance. The Secale species are mostly
allogamous allowing a great diversity of genotypes, which support the natural selection
of germplasm adapted to different soil and climatic conditions. Rye can be used as a
source of resistance genes for related species, namely wheat. Therefore, the knowledge
of the mechanism and the genes that control Al tolerance in rye will provide
fundamental information than can be used to increase Al tolerance in other cereals.

To assess the genetic diversity, molecular markers have been developed to enable
the study of phylogenetic relationships using the species polymorphism degree. There
are several Al tolerance mechanisms described in different species. The mechanism that
has been observed most commonly involves the release of organic anions such as
malate, citrate, and oxalate from roots. A role for organic acid exudation as a
mechanism of Al tolerance has been highlighted by the recent cloning of Al-tolerance
genes that all encode organic acid transporters of malate (ALMT1) and citrate (MATE).

In this study, five wild species/subspecies of the genus Secale and four
varieties/populations of the cultivated rye, S. cereale, compared with four testers (two
sensitive and two tolerant) were evaluated. The results showed a large variability of Al
tolerance among the various genotypes of rye studied.

We studied the genetic variability of plant material using RAPD and ISSR markers,
for determination of the phylogenetic relationships. 436 PCR markers (243 RAPDs and
193 ISSRs) were found being 294 polymorphic. The percentage of polymorphism
detected was 60,50 and 70,17 % in RAPDs and ISSRs markers, respectively. The
analysis was done with the UPGMA method using the SM coefficient. The combination
of these markers produced a dendrogram grouping the eleven studied ryes .



In order to relate different sequences with different tolerance degrees, a sequence
analysis of MATE gene was initiated. Three exons sequences of the MATE gene were
obtained from gDNA sequences of tolerant and sensitive plants of different species. It

was found a great variability.

Keywords: Secale cereale L., aluminum toxicity, soil acidity, molecular markers,

genetic variability, MATE
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Introducao

1- Introducéao

1.1- O Centeio

1.1.1- Taxonomia

O centeio, Secale cereale L., insere-se na Familia Poaceae (Gramineae), sub-
Familia Pooideae, Tribo Triticeae, sub-Tribo Triticineae e Género Secale (Pinto-
Carnide, 1990; GRIN, 2010, http://www.ars-grin.gov). Para além disso, 0 centeio esta
inserido na Divisdo Magnoliophyta e na Classe Liliopsida, fazendo parte, portanto, das
plantas angiospérmicas e monocotiledoneas.

A familia das gramineas, Poaceae, encontra-se subdividida em mais de 40 tribos
formando uma das familias mais vastas consistindo em cerca de 610 géneros e 10000
espéecies. Os membros desta familia surgem com abundancia em todas as regides
climaticas. O arroz, o trigo, o0 milho paingo e o centeio fazem parte da base da dieta
diaria de milhdes de pessoas, enquanto outros cereais como o milho ou a cevada séo
intensivamente usados na producdo animal. Os graos dos cereais compdem a matéria-
prima para produtos de fermentacdo e destilacdo alcodlica como a cerveja e o whisky,
respectivamente. O milho € um precioso recurso de 6leo; a cana-de-agucar tem grande
importancia no comércio internacional, enquanto outros membros da familia Poaceae
como os bambus sdo amplamente utilizados como material de construcdo (Langer e
Hill, 1991).

Triticeae é o nome cientifico dado a tribo das gramineas que inclui os seguintes
cereais para além do centeio: o trigo (Triticum aestivum e Triticum durum), a cevada
(Hordeum vulgare), o triticale (xTriticosecale Wittmack) e cerca de outras 350 espécies
incluindo espécies afins dos géneros Aegilops, Agropyron, Haynaldia e Elymus (Pinto-
Carnide, 1990; Barkworth e Bothmer, 2009). A taxonomia e a homenclatura da tribo
Triticeae tém vindo a sofrer grandes alteracfes ndo havendo um consenso geral quanto
ao numero de generos que ela inclui (Pinto-Carnide, 1990).

Uma serie de anélises filogenéticas confirmaram a monofilia entre a tribo Triticeae
e 0 género Secale (Petersen et al., 2004). Este género, apesar de ser pequeno, tem um

peso relevante dentro da tribo Triticeae (Akhavan et al., 2009).
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O género Secale inclui espécies perenes e anuais, com autofecundacdo (auto-
compativeis) ou polinizagdo cruzada (auto-incompativeis), assim como espécies
selvagens ou cultivadas (Vences et al., 1987). A maioria dos taxa sdo alogamicos
(Chikmawati et al., 2006), ou seja, sdo auto-incompativeis reproduzindo-se por
polinizacdo cruzada. Por este facto, é extremamente dificil manter cultivares de centeio
geneticamente puros (Bushuk, 2001).

A taxonomia do género Secale continua incerta apesar do grande nimero de estudos
realizados, havendo muita controvérsia ao longo dos anos. Dependendo do critério
usado foram, até agora, reconhecidas entre 3 e 14 espécies dentro do género Secale
(GRIN, 2010, http://www:.ars-grin.gov).

Os primeiros estudos sobre a sistemética do género Secale foram efectuados por
Vavilov (1917,1926), baseando-se nas caracteristicas morfoldgicas, no ciclo de vida e
na distribuicdo geografica. Este autor identificou 4 espécies: Secale africanum Stapf.,
Secale cereale L., Secale fragile Marsch. e Secale montanum Guss.

Pouco tempo depois, Zhukovsky (1928) prop6s 3 subespécies para a espécie Secale
cereale L.: a subespécie cereale Zhuk. para o centeio cultivado e as subespécies
segetale e ancestrale Zhuk. para o centeio silvestre. Em 1933, a subespécie S.
ancestrale foi considerada, pelo mesmo autor, uma nova espécie.

Com base na viabilidade do cruzamento entre as espécies, Roshevitz (1947)
conseguiu distinguir cerca de 14 espécies e classificou-as em trés séries principais:
Cerealia, Kuprijanovia e Silvestria. A primeira série incluia o centeio cultivado, S.
cereale, e todas as formas silvestres anuais relacionadas (S. afghanicum Vav., S.
ancestrale, S. dighoricum Vav., S. segetale e S. vavilovii Grossh.). Todos 0s membros
desta série continham trés cromossomas translocados. A segunda série englobava todas
as espécies perenes (S. africanum, S. anatolicum Boiss., S. ciliatoglume Boiss., S.
dalmaticum Vis., S. daralagesi Thum., S. kuprijanovii Grossh., S. montanum) enquanto
a Ultima série incluia apenas a espécie anual S. sylvestre Host. (sin. de S. fragile
Marsch.).

Khush e Stebbins (1961) levaram a cabo uma série de estudos citogenéticos e
demonstraram que os cromossomas do S. cereale diferem do S. sylvestre por trés
translocacges reciprocas estando duas delas também presentes entre o S. montanum e o
S. cereale. Assim sendo, 0 S. montanum e o S. sylvestre diferem somente numa pequena

translocacdo. Portanto, citogeneticamente, os membros da série Cerealia Rosh.



Introducao

encontram-se mais proximos dos membros da série Kuprijanovia Rosh. existindo uma
relagdo proxima entre estes Ultimos e o S. sylvestre.

Com base nestes resultados, Khush (1962) prop0s que os centeios perenes, S.
africanum, S. kuprijanovii e S. montanum fossem considerados da mesma espécie, pelo
facto de ndo ter encontrado qualquer apoio citogenético para tal, mas sim como
subespécies do S. montanum. Além disto, também propds que, as espécies silvestres
anuais relacionadas com o S. cereale (S. afghanicum, S. ancestrale, S. dighoricum e S.
segetale) fossem consideradas como subespécies desta, tal como constatou Zhukovsky
(1928). Segundo Khush (1962), estas formas cruzam-se facilmente com o centeio
cultivado, os hibridos sdo vigorosos, as meioses sdao completamente normais e a
fertilidade do polen é tdo elevada como a da unidade taxonémica parental.

Um ano mais tarde, Khush (1963) reconheceu 5 espécies e dividiu-as em duas
seccOes com base na viabilidade do cruzamento, morfologia e emparelhamento
cromossémico. Na primeira sec¢do introduziu o centeio anual S. sylvestre e, na segunda
seccdo, as restantes espécies férteis entre elas S. africanum, S. cereale, S. montanum e S.
vavilovii.

Através de abordagens quimiotaxondmicas, Dedio et al. (1969) indicaram que o S.
sylvestre estaria mais proximo da série Cerealia Rosh., contrariando assim Roshevitz
(1947) e Khush e Stebbins (1961) que indicaram os membros da série Cerealia Rosh.
mais similares aos da série Kuprijanovia Rosh. do que ao S. sylvestre da série Silvestria.

Por sua vez, Zohary (1971) dividiu o género Secale em apenas dois grupos, 0
Montanum e o Cerealia, separando assim 0s centeios perenes dos anuais com formas
selvagens e cultivadas. Assim sendo, acaba por juntar a espécie S. sylvestre a série
Cerealia Rosh. reforcando a abordagem de Dedio et al. (1969).

Com base em estudos citoldgicos, ecoldgicos e morfoldgicos, Stutz (1972)
considerou 4 a 12 espécies dependendo do critério usado para a definicdo de espécie e
uniu-as em dois grupos principais, Anuais e Perenes. Mais uma vez, os membros da
série Cerealia Rosh. foram agrupados com a espécie S. sylvestre.

Sencer (1975 citado por Chikmawati et al., 2006) reconheceu 3 espécies bioldgicas
dentro do género Secale: o S. cereale, o S. montanum e o S. sylvestre. A primeira
especie inclui os centeios anuais quer cultivados quer silvestres, a segunda abrange
todos os centeios perenes silvestres, com elevada semelhanca morfoldgica e afinidade

citogenética e a terceira compreende apenas uma espécie anual silvestre, o S. sylvestre,
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que se encontra geograficamente, ecologicamente e reprodutivamente isolada do S.
montanum.

Utilizando isoenzimas, Vences et al. (1987) ndo encontraram uma diferenciacéo
clara entre o S. cereale e o S. montanum, ambos se apresentaram relativamente
préximos e geneticamente semelhantes. Segundo os mesmos autores, o0 S. sylvestre
distinguiu-se do S. vavilovii e ambos se distinguiram das duas espécies alogamicas.
Mais tarde, Hammer (1990), suportando Vences et al. (1987), dividiu o género em 4
espeécies: as espécies anuais e autogamicas S. sylvestre e S. vavilovii, o alogamico anual
S. cereale e o perene S. strictum Presl. (sin. de S. montanum Guss.).

Através de dados moleculares, utilizando o spacer-lenght variation do rDNA,
Reddy et al. (1990) demonstraram que o centeio anual S. sylvestre aparecia isolado em
relacdo aos restantes taxa, ou seja, 0 que mostrou ser realmente distinto. O centeio
cultivado revelou-se similar aos centeios silvestres anuais e perenes, demonstrando que
é dificil separar o S. cereale do S. strictum. Esta separacdo do S. sylvestre é consistente
com a classificagdo proposta para o género Secale por Khush (1963).

Na revisdo taxonomica do género Secale, efectuado por Frederiksen e Petersen, em
1998, foram consideradas apenas trés espécies (S. cereale, S. strictum e S. sylvestre) e
cinco subespécies (S. cereale subps. cereale e subps. ancestrale e S. strictum subps.
strictum e subps. africanum) (Frederiksen e Petersen, 1998).

Mais recentemente, Chikmawati et al. (2005) através de AFLPs obtiveram
resultados que suportam o agrupamento feito pelo Stutz (1972) e que sdo consistentes
com as consideragOes efectuadas por Frederiksen e Petersen (1998).

De acordo com o sistema de taxonomia adoptado pela “American Germplasm
Resources Information Network” (GRIN, 2010, http://www.ars-grin.gov), 0 género
Secale é actualmente reconhecido com 4 espécies: o anual alogamico S. cereale L., 0s
anuais autogamicos S. sylvestre Host. (sin. de S. fragile Marsch.) e S. vavilovii Grossh.
(sin. de S. iranicum Kobyl.) e o perene alogdmico S. strictum Presl. (sin. de S.
montanum Guss.). Existem 8 subespécies no S. cereale: subsp. afghanicum (Vavilov) K.
Hammer, subsp. ancestrale Zhuk., subsp. cereale (o Unico centeio cultivado), subsp.
dighoricum Vavilov, subsp. rigidum Vavilov & Antropov (sin. de S. turkestanicum
Bensin), subsp. segetale Zhuk., subsp. tetraploidum Kobyl.e subsp. tsitsinii Kobyl.; e 5
subespécies no S. strictum: subsp. africanum (Stapf) K. Hammer (ao contrario dos

membros deste grupo é autogamica), subsp. anatolicum (Boiss.) K. Hammer, subsp.
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ciliatoglume (Boiss.) K. Hammer, subsp. kuprijanovii (Grossh.) K. Hammer e subsp.
strictum (sin. de S. montanum Guss.).

As virias classificagdes obtidas ao longo dos anos resultam da diversidade de
técnicas utilizadas na analise filogenética. Inicialmente, foram usados dados
morfoldgicos, ecoldgicos e citogenéticos (por ex. Vavilov, 1926; Roshevitz, 1947 e
Stutz, 1972). Dedio et al. (1969) utilizaram a quimica analitica de cromatografia em
camada fina de compostos fluorescentes. Nos Ultimos anos, as relagdes filogenéticas
dentro da mesma espécie e entre espéecies diferentes tém sido analisadas através de
dados moleculares incluindo marcadores bioquimicos como as isoenzimas (Matos et al.,
2001) e marcadores genéticos como os ISSRs — Inter Simple Sequence Repeat (Matos et
al., 2001), RAPDs — Random Amplification of Polymorphic DNA (Del Pozo et al., 1995;
Matos et al., 2001; Persson et al., 2001; Ma et al., 2004), os RFLPs — Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (Petersen e Doebley, 1993, Loarce et al., 1996), os
SSRs — Simple Sequence Repeats (Shang et al., 2006; Akhavan et al., 2009) e os AFLPs
— Amplified Fragment Lenght Polymorphism (Chikmawati et al., 2005). Além disso,
também foram analisadas o spacer-lenght variation do DNA ribossomal (Reddy et al.,
1990), as sequéncias ITS — internal transcribed spacers (De Bustos e Jouve, 2002), a
presenca e a distribuicdo de diferentes sequéncias de DNA repetitivo (Cuadrado e
Jouve, 2002).

1.1.2- Origem do centeio cultivado

E do consenso geral que as variedades cultivadas de centeio se originaram a partir
das formas selvagens apds o seu transporte, como infestantes, com o trigo e a cevada,
para as regides do Norte de elevadas altitudes. As condicdes rigorosas destas regides,
mais favoraveis ao centeio do que ao trigo e a cevada, permitiram que 0 centeio
selvagem se viesse a instalar como cultura principal e independente (Pinto-Carnide,
1990). Parece assim, que os centeios infestantes do Sudoeste Asiatico e da Asia Central
serdo os progenitores do centeio cultivado (Vavilov 1917, 1926).

A origem exacta do cultivo do centeio é desconhecida. No entanto, sabe-se que ha
6000 anos o centeio estava a ser cultivado em varios locais na area principal da Turquia,
no Noroeste do Irdo e na Arménia (Evans, 1995 citado por Hancock, 2004). Pelo facto

de ndo se ter encontrado qualquer vestigio do S. cereale nos antigos materiais
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arqueoldgicos, considera-se que a sua origem é relativamente recente (Idade do Bronze)
(Cuadrado e Jouve, 2002).

O centeio foi introduzido na Europa, possivelmente, entre 2000 e 2500 anos a. C.
por duas vias: através do Norte do Caticaso e através da Asia Central (Khush, 1962).

Muitas foram as espécies do género Secale que, em diversas alturas, foram
sugeridas como 0 antecessor imediato do S. cereale. Como se pode verificar pelos
estudos taxondmicos, sdo varias as abordagens efectuadas para explicar a filogenia do
género Secale e, consequentemente, chegar a um consenso relativamente a descendéncia
do S. cereale. Vavilov (1926) e Roshevitz (1947) consideraram que o S. vavilovii
evoluiu a partir do S. montanum e que era 0 antecessor imediato do S. cereale.
Zukhovsky (1933) sugeriu que o S. cereale derivou do S. ancestrale e que este e 0 S.
montanum divergiram de um ancestral comum. Dedio et al. (1969) apontaram o S.
sylvestre como o antecessor do centeio cultivado. Khush e Stebbins (1961) e Zohary
(1971) concluiram que o S. cereale derivou directamente do S. montanum. Segundo
Khush (1962) o S. sylvestre diferenciou-se do S. montanum muito mais cedo do que as
outras espécies e 0 S. cereale subs. segetale seria o antecessor imediato das centeios
cultivados. Stutz (1972) apresentou evidéncias de que o S. cereale ndo podia ter
derivado directamente do S. montanum, sugerindo ainda que se tinha originado da
introgressdo do S. montanum no S. vavilovii. Este, por sua vez, tinha derivado do S.
sylvestre que deve ter evoluido do S. montanum ou de um ancestral comum.

Mais recentemente, Vences et al. (1987) voltaram a apontar o S. montanum como o
antecessor directo das outras trés espécies. Contrariamente, a maioria dos estudos
moleculares provaram que o S. sylvestre é a espécie mais antiga (Reddy et al., 1990; Del
Pozo et al., 1995; Shang et al., 2006). De Bustos e Jouve (2002) referem que o S.
sylvestre surgiu provavelmente a partir de espécies antigas como o0 S. montanum,
surgindo depois o S. africanum que evoluiu num habitat diferente e que, por outro lado,
o S. vavilovii e 0 S. cereale se diferenciaram do S. montanum produzindo formas que
actualmente evoluem independentemente.

De uma forma geral, o S. montanum foi a espécie que obteve um maior consenso

entre os diversos autores como sendo o antecessor do S. cereale e das restantes espécies.
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1.1.3- Morfologia e citologia

Um elevado nivel de variages morfoldgicas causaram muitas complexidades
taxonomicas nas espécies, o que resultou nas diversas classificacfes efectuadas ao longo
dos anos (Akhavan et al., 2009).

Como ja foi referido, o género Secale inclui centeios perenes, como é o caso do S.
montanum e das suas respectivas subespécies, e centeios anuais como as especies S.
cereale (e respectivas subespécies), S. vavilovii e S. sylvestre.

As plantas jovens de centeio assemelham-se ao trigo, exceptuando o facto das
auriculas serem pequenas, estreitas, sem pilosidade e de murcharem apos algum tempo
(Langer e Hill, 1991). A bainha e o limbo da parte inferior das folhas tém um pouco de
pilosidade e, por vezes, consegue-se observar uma camada fina de cera, especialmente a
volta dos nds (Chikmawati et al., 2006). Os colmos sdo longos, esguios e rijos. A
inflorescéncia € uma espiga que suporta uma Unica espigueta em cada né (Langer e Hill,
1991).

Cada espigueta € constituida por um par de glumas pontiagudas e bastante estreitas
e, geralmente, por trés flores. Duas flores sdo hermafroditas e a terceira € estéril e ndo se
desenvolve (Langer e Hill, 1991; Chikmawati et al., 2006). As flores férteis contém um
lema em forma de quilha que é finalizado numa arista forte e numa pequena palea em
forma de barco (Langer e Hill, 1991). A espécie S. sylvestre distingue-se,
morfologicamente, dos outros taxa por conter aristas muito maiores e grdos de polen
esféricos, pois nas outras espécies estes sdo ovoides (Frederiksen e Petersen, 1997).

Pelo facto da maioria dos centeios serem alogamicos, possuem anteras bastante
longas (5-14 mm) (Chikmawati et al., 2006). O rendimento da planta depende, entre
outros factores, da polinizacdo efectiva do vento (Zohary e Hopf, 2000). O estigma do
centeio permanece receptivo ap6s algum tempo funcional, ocorrendo depois a
polinizacdo cruzada, caracteristica que o distingue das espécies autogamicas (Langer e
Hill, 1991).

Quando a cariopse incha, forca o lema e a palea a afastarem-se e entdo, torna-se
visivel a partir do exterior. Quando estd madura, assemelha-se a um grdo de trigo
excepto por ser mais delgado e por ter uma crista dorsal distinta (Langer e Hill, 1991).

A maioria dos centeios é semeada no Outono e sdo geralmente chamados de
“centeios de inverno”. Devido a sua adaptacdo as condicdes de inverno frio e rigoroso, o

centeio pode crescer com sucesso em areas onde o clima é demasiado severo para a
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cevada e para o trigo. Ma et al. (2004) conseguiram separar os “centeios de inverno”
dos “centeios de primavera” através de marcadores moleculares.

Todos os taxa do género Secale sdo dipldides com 14 cromossomas (2n=2x=14)
(Pinto-Carnide 1990; Bushuk, 2001; Cuadrado e Jouve, 2002) e podem ser
intercruzados para produzir hibridos parcialmente férteis (Cuadrado e Jouve, 2002),
sendo 0 seu genoma designado de R (Wang et al., 1996). No entanto, sdo conhecidos
alguns cultivares tetraploides no centeio cultivado (S. cereale L.) (Chikmawati et al.,
2006), tendo sido produzidas artificialmente (2n=4x=28) (Pinto-Carnide, 1990; Bushuk,
2001).

A morfologia dos sete cromossomas encontra-se bem conservada em todo o género
(@ excepcdo do complexo S. strictum): um cromossoma satelifero (1R), trés
metacéntricos (2R, 3R e 7R) e trés submetacéntricos (4R, 5R e 6R) (Cuadrado e Jouve,
2002).

O género Secale, a excepcao da espécie S. sylvestre, € caracterizado por possuir
cromossomas com grandes bandas heterocromaéticas teloméricas e um elevado nimero
de bandas intersticiais fracas (Chikmawati et al., 2006). Esta espécie também se
destacou por ser diferente dos restantes taxa pois contém uma quantidade muito inferior
de sequéncias de DNA repetitivo tal como a outra espécie autogdmica anual, S. vavilovii
(Cuadrado e Jouve, 1997). Dentro deste género foram confirmadas, através de analises
meiodticas, cerca de trés translocacdes envolvendo diferentes bracos cromossémicos,
pelo que se encontram diferencas entre os cariétipos de alguns taxa (Khush e Stebbins,
1961; Khush, 1962). Pensa-se, portanto, que as mudancas estruturais nos cromossomas
tiveram um papel importante na especiacgéo (Stutz, 1972).

1.1.4- Distribuicdo geografica do género Secale

O género Secale é um tipico representante da flora Mediterranica. Possui uma vasta
distribuicdo desde a Europa Central e o Mediterraneo Ocidental através dos Balcas,
Anatdlia, Israel e Caucaso até a Asia Central, com uma populacio isolada na Africa do
Sul (Sencer e Hawkes, 1980) (Figura 1.1).

O centeio cultivado (S. cereale) e os centeios anuais silvestres relacionados sao
geralmente encontrados em espacos abertos e em campos de cereais no Sudoeste e
Centro Asiatico (De Bustos e Jouve, 2002).
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Figura 1.1: Distribui¢do geogréafica do género Secale (Adaptado de Chikmawati et al., 2006)

O S. vavilovii cresce como infestante em solos arenosos junto do rio Aras, nas
encostas mais baixas das montanhas e nos campos cultivados da Arménia e da Turquia
Oriental (De Bustos e Jouve, 2002; Chikmawati et al., 2006).

A distribuicdo do S. sylvestre abrange uma area que inclui a Europa de Leste, o
Céucaso e a Asia Central em solos arenosos, dunas e a beira-mar (Chikmawati et al.,
2006). Por sua vez, 0 S. montanum e as espécies perenes relacionadas encontram-se bem
adaptadas a encostas secas, rochosas e pedregosas, dai o nome vulgar de “centeio da
montanha” (Oram, 1996). Este é um grupo complexo que inclui espécies isoladas
geograficamente distintas, como é o caso da subsp. africanum que é endémica do
Sudoeste Asiatico (Cuadrado e Jouve, 2002). De uma forma geral, este grupo encontra-
se amplamente distribuido na Europa Mediterranica e na Asia Ocidental (De Bustos e
Jouve, 2002).
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1.1.5- Importancia econémica

O centeio, S. cereale L., € uma cultura importante, especialmente em zonas da
Europa do Norte e do Oriente com solos pobres e invernos rigorosos, com
caracteristicas fisiolégicas muito vantajosas como, a eficiéncia de nutrientes e a
tolerancia ao stress hidrico, suportando assim a seca e, ainda, a capacidade para crescer
em solos arenosos com baixa fertilidade e em solos acidos (Zohary e Hopf, 2000;
Bolibok et al., 2005; Chikmawati et al., 2005; Akhavan et al., 2009). O centeio
consegue obter um bom rendimento em areas onde mais nenhuma cultura consegue
crescer, ou seja, em areas que nao sdo adequadas para a cultura de outros cereais
(Bushuk, 2001).

Os centeios tém outras caracteristicas como, um elevado teor proteico e a
resisténcia a doencas assim como, caracteristicas bioquimicas e morfologicas que
conferem ao centeio um valor acrescentado para introgressao no melhoramento do trigo
(Triticum spp. L.), do triticale (xTriticosecale Wittmack) e de outras culturas
relacionadas (Ma et al., 2004; Chikmawati et al., 2005). A cruzabilidade e as
caracteristicas fisiologicas vantajosas do S. cereale tornaram-no, portanto, um recurso
precioso para encontrar novos genes Uteis e para desenvolver programas de
melhoramento que utilizem o germoplasma do centeio de forma eficiente (Akhavan et
al., 2009).

O centeio é uma cultura altamente versatil. A sua farinha é usada no fabrico do péo,
para produzir o pdo de centeio escuro, ou entdo, juntamente com o trigo produzindo
assim um pédo de mistura (Bushuk, 2001). O p&o de centeio escuro faz parte da dieta
basica de milhdes de pessoas na Europa de Leste e Central (Langer e Hill, 1991). O
sabor caracteristico do centeio € apreciado por muitos consumidores. Pequenas
quantidades de centeio podem ainda ser usadas no fabrico de produtos especiais como
pdes lisos e biscoitos de centeio (Bushuk, 2001). A nivel de producdo, o centeio é
inferior ao trigo além de possuir uma farinha de menor qualidade (Matos, 2006).

Os grdos de centeio sdo muito utilizados na alimentacdo do gado. Para além disto,
os graos de centeio sdo, também, utilizados na producdo de bebidas alcoodlicas. O
whisky Canadiano e o Bourbon contém quantidades substanciais de centeio (Langer e
Hill, 1991; Bushuk, 2001).

Como planta verde pode ser usado para forragem e como adubacéo verde na rotacéo

de culturas. A palha de centeio é fibrosa e muito resistente e, por isso, ndo € muito
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utilizada na alimentacdo dos animais mas sim como cama (Bushuk, 2001). Uma
pequena quantidade pode ainda ser usada na producdo de papel (Langer e Hill, 1991;
Bushuk, 2001).

O centeio € produzido e consumido como pdo, principalmente, na Europa de Leste.
Actualmente, os principais produtores sdo a RuUssia, a Polonia, a Alemanha, a
Bielorrussia, a Ucrania, a China, a Espanha, a Turquia e o Canada (FAO, 2009) (Figura
1.2).
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Figura 1.2: Producdo de centeio em varios paises, em 2007 (Adaptado de http://faostat.fao.org/)

A nivel mundial, a produgdo de centeio sofreu um acentuado decréscimo nos
ultimos 20 anos (32511687 Mt em 1987, 25333011 Mt em 1997 e 14741248 Mt em
2007) (FAO, 2009). Entretanto, segundo a FAO observou-se um ligeiro aumento de
producdo em 2007 relativamente ao ano anterior (12611193 Mt em 2006).

A cultura do centeio tem uma grande importancia no Norte de Portugal (Tras-os-
Montes) quando comparada com as restantes zonas do pais (Matos, 2006). Entre 2002 e
2006, houve um ligeiro acréscimo na producdo de centeio na zona de Tras-0s-Montes
que passou para 68,5 % do centeio total produzido em Portugal (Figura 1.3). Na mesma
altura, apenas se produziram 5 % de trigo a nivel nacional em Tras-os-Montes, tendo-se
produzido 85,5 % no Alentejo (INE, 2009). Isto pode ser explicado pelas condig¢Oes
edafo-climaticas da regido de Tras-os-Montes, que tem solos pobres, declivosos e, na

sua maioria, cidos e com um clima muito rigoroso (Matos, 2006).
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Figura 1.3: Area (A) e produgéo (B) de centeio em Portugal representado por regido (EDM —
Entre Douro e Minho; TM — Tras-os-Montes; BL — Beira Litoral; Bl — Beira Interior)
(Adaptado INE, 2007)

Em termos de producdo nacional, assim como a nivel mundial, também houve um
declinio ao longo dos ltimos 20 anos (121682 t em 1987, 40689 t em 1997 e 23808 em
2006). No entanto, observa-se um ligeiro aumento no dltimo ano referenciado. Isto
poderé ser sinal de que houve uma reintroducdo do pdo de centeio na dieta alimentar

dos portugueses o0 que vem dinamizar novamente a cultura (INE, 2009) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Area (ha), produgdo (t) e produtividade
(kg/ha) de centeio em Portugal (Adaptado INE, 2007)
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1.1.6- Beneficios a nivel de satde

O centeio é uma excelente matéria-prima para alimentos saudaveis e saborosos e
contém um grande contetdo em fibras (Zielinski et al., 2007). As fibras solUveis, que
ajudam a reduzir o risco de doencas cardiovasculares permitindo uma diminuicdo dos
niveis de colesterol LDL no sangue, representam cerca de 17 % das fibras alimentares
encontradas nos alimentos com gréos de centeio integrais (Rakowska, 1996). Para além
deste beneficio, a ingestdo de alimentos com gréos integrais encontra-se também
associada a diminuicdo de risco de outras doencas crénicas como a diabetes e a
obesidade, para além de reduzir o risco de cancro (Bondia-Pons et al., 2009).

Foi sugerido que, para além das fibras alimentares, vérios fitoquimicos, vitaminas e
minerais também contribuem beneficamente para a da saude (Bondia-Pons et al., 2009).
Os grdos de centeio integrais tém na sua constituicdo muitas vitaminas e minerais
importantes, como a vitamina B, a vitamina E, o calcio, o magnésio, o fdsforo, o
potéssio, o ferro, o zinco e o folato (Rakowska, 1996). Por isso mesmo, os produtos
com gréos integrais possuem um grande potencial em termos de beneficios para a satde
humana, especialmente em termos preventivos (Bondia-Pons et al., 2009).

Uma vez que os consumidores se preocupam cada vez mais com a saude, existe
uma relagdo directa entre a dieta e 0 bem-estar e os nutricionistas recomendam o
aumento do consumo de produtos com gréos integrais e fibras alimentares. O centeio
tem vindo a registar cada vez mais popularidade pelo que a sua procura tem tido um

aumento (Zielinski et al., 2007).

1.2- O Centeio e a tolerancia ao aluminio

1.2.1- Acidez dos solos

A acidez dos solos tem vindo a tornar-se num grave problema ambiental (Karsai e
Bedo, 1998).
Os solos acidos encontram-se por todo o mundo (Samac e Tesfaye, 2003) e

associada a toxicidade do aluminio representam a principal limitacdo para a produgéo
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vegetal (Collins et al., 2008). O aluminio (Al) é reconhecido como sendo o principal
problema da produtividade nos solos acidos (Miftahudin et al., 2002).

Quando os solos se tornam &cidos, ou seja, quando o valor de pH é inferior a 5,
como resultado de processos naturais ou de actividades humanas, a forma predominante
do Al encontrada nos solos 4cidos é o cati&o trivalente toxico AI** (Matos et al., 2005;
Zhou et al., 2007). A acidez do solo acelera a libertacdo do Al dos minerais como a
gibbsita e aumenta a concentracdo dos ides toxicos Al** na solugéo do solo (Ryan et al.,
2009).

Os solos acidos apresentam uma série de stresses para as plantas, incluindo
deficiéncias de nutrientes e toxicidade de minerais (Kochian et al., 2004). A baixa
fertilidade dos solos acidos deve-se a uma combinacdo de toxicidade do Al, do
manganés e do ferro e a uma deficiéncia de fosforo, célcio, magnésio e potassio (von
Uexkill e Mutert, 1995).

Os solos acidos limitam a produtividade da agricultura em varias regides do mundo
(von Uexkill e Mutert, 1995). Foi estimado que 30 a 40 % do solo aravel mundial e
mais de 70 % dos solos potencialmente araveis sdo acidos (Haug, 1983). Cerca de 67 %
dos solos acidos suportam florestas e bosques e aproximadamente 18 % estdo cobertos
por savanas, pradarias e estepes (von Uexkill e Mutert, 1995).

As regides que se destacam por conter solos mais acidos sdo a América do Sul, o
Sudoeste Asiatico, a Africa Central, uma parte central da América do Norte e a Europa
Setentrional (Figura 1.5).

Em Portugal, cerca de 80 % dos solos sdo apontados como &cidos (Almeida, 1955)
e é no Norte de Portugal onde os solos possuem um pH mais baixo (Figura 1.6).

O acréscimo da area de solos araveis afectados pela acidez € uma grave ameaca na
producdo mundial de alimentos (von Uexkill e Mutert, 1995). Com a populacao
mundial a crescer, torna-se evidente a necessidade de aumentar a producdo agricola de
forma a acompanhar o crescimento populacional e um subsequente acréscimo de
procura de alimentos. Para tal, para além do aumento de producdo nos solos cultivados
existentes também serdo necessarias novas zonas para cultivar a fim de atender esta
crescente solicitacdo por alimentos. A FAO indicou que as ultimas grandes areas de
terra que podem ser convertidas para producdo agricola sdo os solos &cidos mundiais
(Kim et al., 2001).
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Figura 1.6:

pH do solo

<= 4.5

Entre 4.6
Entre 4.5
Entre 4.5
Entre 5.6
Entre 5.6
Entre 5.6
Entre 5.6
Entre .G
Entre .G

[ JEntre 66

5§

eSS+ (56 aG.g
eSS+ (7.4 ag.5
ef.5

ef.5+ (4.6 as5.5)
ef S5+ (66 a7
efS+ (7.4 ag.5
ey.3

ef 3+ (56 aG.g
el 3+ (74 ag.m)

[ JEntre74es5
[ JEntre7.9 e85+ ( =45
[ }Entre7des5+ (56 a6.5)

Distribuicdo do pH dos solos em Portugal continental
www.apambiente.pt)

(Adaptado de

15



Introducao

Mais de 60 % dos solos acidos do mundo estdo nos paises em desenvolvimento,
onde a producéo de alimentos é fundamental (Kochian et al., 2005) e apenas 4,5 % dos
solos acidos sdo usados como solos ardveis (von Uexkill e Mutert, 1995).

A acidez dos solos pode desenvolver-se naturalmente quando os catifes basicos sdo
lixiviados dos solos (Kennedy, 1986 citado por Delhaize e Ryan, 1995) devido a
praticas humanas. O uso intensivo de fertilizantes de amdnia na producdo agricola
acelera o processo de acidez dos solos devido a nitrificacdo (Samac e Tesfaye, 2003;
Zhou et al., 2007) e a chuva acida, que contém &cido sulfurico e nitrico, também
aumenta a taxa de acidez nos solos em varios locais do mundo (Samac e Tesfaye, 2003).

A aplicagdo directa de calcéario (carbonato de célcio) aos solos acidos pode
aumentar o pH do solo e converter o Al em formas menos toxicas aliviando a toxicidade
do Al nas plantas (Samac e Tesfaye, 2003; Zhou et al., 2007). Para além desta
estratégia, também se pode aplicar fosforo (P) a fim de os solos o absorverem e formar
complexos com o Al (Samac e Tesfaye, 2003). Contudo, estas estratégias ndo sao
possiveis para determinados locais e 0s custos do transporte e do material sdo
demasiado elevados (Samac e Tesfaye, 2003; Zhou et al., 2007) para além de ser
ineficaz no subsolo, pois apenas permite corrigir os primeiros 25 cm do solo (Pinto-
Carnide et al., 1990; Fontecha et al., 2007). A correccdo do solo a maiores
profundidades implica grandes mobilizagdes de terreno e aplicagdes de maiores doses
de calcario ndo se tornando tecnicamente praticavel ou economicamente rentavel (Pinto-
Carnide et al., 1990). Por esta razdo, o desenvolvimento de novas variedades de plantas
tolerantes ao Al parece ser a melhor solucéo para este problema (Fontecha et al., 2007).
Assim, um grande esforco tem sido feito para o desenvolvimento de genétipos de
culturas que apresentam uma elevada tolerancia ao Al. Os programas de melhoramento
tém sido efectivos na producdo de variedades tolerantes ao aluminio, especialmente com
os cereais (Kochian et al., 2002). O desenvolvimento de novos cultivares com uma
tolerdncia ao Al crescente tanto em ambientes favoraveis como desfavoraveis é
considerado como uma solucdo econémica e fundamental para contribuir para o

aumento da producdo mundial de alimentos (Kim et al., 2001).
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1.2.2- O Aluminio

O aluminio (Al) é um metal leve que constitui mais de 7 % da crosta terrestre
(Matos et al., 2005), sendo um dos principais constituintes do solo (Pinto-Carnide e
Guedes-Pinto, 1999). E o terceiro elemento mais abundante a seguir ao oxigénio e ao
silicio sendo o elemento metalico mais abundante da crosta terrestre (Ma e Furukawa,
2003).

As raizes das plantas estdo quase sempre expostas ao Al nas mais variadas formas.
O Al é encontrado nos solos principalmente na forma de Oxidos e de silicatos de
aluminio insoltveis que sdo inofensivos para as plantas (Gallego e Benito, 1997; Ma e
Furukawa, 2003; Matos et al., 2005). As formas fitotdxicas do Al sdo relativamente
insolGveis em solos com valores de pH alcalino, neutro ou suavemente acido (Kochian
et al., 2002). Contudo, nos solos &cidos com valores de pH igual ou inferior a 5,0 0 Al é

solubilizado na solucdo do solo formando o catido trivalente, AI**

, que inibe o
crescimento e a funcionalidade das raizes e, consequentemente, reduz o rendimento das
culturas (Kochian et al., 2002; Ma e Furukawa, 2003). O Al consegue inibir o
alongamento radicular em poucos minutos ou horas, em concentracdes micromolares. O
efeito subsequente na absorcao de nutrientes e agua resultam num fraco crescimento e
numa baixa produtividade (Ma e Furukawa, 2003).

A quimica do Al é bastante complexa (Panda e Matsumoto, 2007), dificultando o
estudo dos mecanismos presentes nas plantas relacionados com o Al. O Al possui uma
carga ionica elevada e um pequeno raio cristalino, o que lhe confere um nivel de
reactividade que € inigualavel quando comparado com outros metais sollveis (Panda e
Matsumoto, 2007). A quimica do Al em solucdo é complexa porque o Al hidrolisa
numa forma dependente do pH para formar varios complexos com grupos hidroxilo (Ma
e Furukawa, 2003).

O Al hidrolisa em soluc&o de forma que o tipo de Al trivalente, o AI**, domina em
condices 4cidas (pH <5), enquanto que os tipos AI(OH)** e AI(OH),* se formam
quando o pH aumenta. A pH quase neutro, ocorre a fase solida Al(OH)s, ou gibbsita,
enquanto que o Al(OH)4’, ou aluminato, domina em condigdes alcalinas. Muitos destes
catides de Al monoméricos ligam-se a varios ligantes organicos e inorganicos como o
PO.*, SO.%, F, 4cidos organicos, proteinas e lipidos (Delhaize e Ryan, 1995) e formam
complexos soltveis tais como AIF**, AIF** e AI(SO)," (Panda e Matsumoto, 2007).
Quando as solugdes de Al estdo parcialmente neutralizadas com uma base forte, pode-se

17



Introducao

formar um tipo de Al polinuclear muito téxico, 0 Aljz [AlOsAl12(OH)24(H20)1274]
(Parker e Bertsch, 1992), no entanto, a sua ocorréncia natural e contribui¢do para a
toxicidade ao Al ainda sdo desconhecidas (Delhaize e Ryan, 1995).

Muitos catifes trivalentes sdo tdxicos para as plantas e, pelo facto da toxicidade do
Al estar amplamente restrita as condicdes acidicas, geralmente assume-se que o AI** é o
principal tipo fitotdxico (Delhaize e Ryan, 1995), sendo considerado o maior stress para
as plantas apesar da sua toxicidade variar consideravelmente (Ma e Furukawa, 2003).

Cerca de 14,7 % dos solos mundiais foram descritos como tendo problemas de
toxicidade do Al. Destaca-se a América Central e do Sul com 39 % de solos com
toxicidade ao Al, onde se insere a Guiana Francesa (80 %) e o Brasil (63 %) que séo dos
paises com maior percentagem de toxicidade ao Al. A Europa tem cerca de 8 % de solos
com toxicidade ao Al destacando-se 0s seguintes paises: a Republica Checa (46 %), a
Macedoénia (39 %), o Luxemburgo (31 %), a Eslovénia (30 %) e a Irlanda (29 %) (FAO,
http://www.fao.org/AG/agl/agll/terrastat/).

O Al pode ter diversos efeitos e actuar de forma diferente em diferentes espécies
(Delhaize e Ryan, 1995).

1.2.3- Toxicidade do aluminio

A primeira resposta ao stress do Al nas plantas ocorre nas raizes (Wang et al., 2006)
sendo a principal consequéncia a inibicdo do seu crescimento (Delhaize e Ryan, 1995;
Ma e Furukawa, 2003) devido a destruicdo do apice (Bennet e Breen, 1991). Portanto, o
principal alvo da toxicidade ao Al é o apice das raizes, afectando uma série de funcdes
celulares diferentes (Samac e Tesfaye, 2003).

A exposicdo ao Al provoca a atrofia da raiz primaria, inibe a formacdo de raizes
laterais e afecta o desenvolvimento dos pélos radiculares enquanto as pontas das raizes
afectadas se tornam espessas, ou seja, 0 apice das raizes fica tumefacto, devido a
inibicdo do alongamento e da diviséo celular (Samac e Tesfaye, 2003; Kochian et al.,
2005). O sistema radicular resultante encontra-se debilitado e o fraco desenvolvimento
das raizes reduz a absorcdo de nutrientes e de agua (Samac e Tesfaye, 2003; Sasaki et
al., 2004; Zhou et al., 2007), tornando a planta mais susceptivel ao stress hidrico
(Samac e Tesfaye, 2003). Isto explica a razéo da toxicidade do Al ser o principal factor

limitante para a producéo de culturas em solos acidos (Sasaki et al., 2004).
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Os sintomas de determinadas plantas assemelham-se aos da deficiéncia de fésforo
que se manifesta pelo nanismo geral, pequenas folhas verde-escuro, maturidade tardia,
arroxeamento de caules, folhas e nervuras e o amarelecimento e posterior morte das
folhas (Foy, 1992 citado por Wang et al., 2006).

Enquanto alguns sintomas e respostas de toxicidade ao Al se conseguem detectar
dentro de segundos a minutos apds a exposic¢do ao Al, outros apenas sdo detectaveis a
longo prazo (dentro de horas ou até dias) (Kochian et al., 2005). No entanto, estes
sintomas detectados a longo prazo podem ndo ser causados directamente pelo Al, mas
ser uma consequéncia de alteracdes rapidas induzidas pelo Al noutros processos
fisiol6gicos e bioquimicos, ndo explicando por isso 0s mecanismos primarios da
toxicidade (Matos, 2006).

O Al interfere com uma vasta série de processos fisicos e celulares. A toxicidade do
Al pode resultar de interacgdes complexas de Al com as vias apoplastica (parede
celular), simplastica (citosol) e da membrana plasmaética (Kochian et al., 2005).

Pelo facto do Al ser tdo reactivo, existem varios potenciais alvos associados com o
crescimento das raizes para a ocorréncia de lesdo: a parede celular, a membrana
plasmética (actividade da H*-ATPase, inibicio da absorcéo de catides e bloqueio de Al
por canais de proteinas), as vias de transducdo de sinais (ruptura da actividade H* e do
Ca’* citosdlico e o stress oxidativo), o citoesqueleto da raiz e o nticleo/DNA (Kochian
et al., 2005).

O grau de toxicidade varia muito consoante a espécie vegetal, as condicGes de
crescimento, as concentragdes de Al e a duracéo da exposicao (Kochian et al., 2005). A
toxicidade do Al é afectada por varios factores como o pH, a concentracdo de Al, a
temperatura e a concentracdo de catides e anides na solucdo de cultura (Wang et al.,
2006).

A tolerancia das plantas a determinada concentracdo de Al é variavel de espécie
para espécie (variacdo interespecifica) e dentro da mesma espécie (variagdo
intraespecifica) (Pinto-Carnide, 1990).

Dentro das Triticeae cultivadas, os gendtipos tolerantes do centeio sdo mais
tolerantes ao Al do que os mais tolerantes dos triticales e dos trigos, enquanto as
cevadas sdo os mais sensiveis ao Al (Collins et al., 2008). Ou seja, 0 centeio €
considerado o cereal mais tolerante a toxicidade do Al e a cevada o mais sensivel. O
triticale, hibrido anfidiploide do trigo e do centeio, é considerado mais tolerante do que

0 progenitor trigo mas menos tolerante do que o centeio (Pinto-Carnide et al., 1990).
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O centeio representa um potencial recurso para a tolerancia ao Al podendo ser
usado no melhoramento do trigo e de outros cereais através do uso da engenharia
genética (Collins et al., 2008).

A percepcdo da toxicidade do Al e dos mecanismos de tolerancia € um factor
importante para o aperfeicoamento de testes apropriados para poder seleccionar
germoplasmas tolerantes e para o desenvolvimento de plantas com um melhor

desempenho nos solos &cidos (Samac e Tesfaye, 2003).

1.2.4- Mecanismos de Tolerancia ao Aluminio

Existe uma vasta variagdo genética na tolerancia das plantas ao Al, tanto dentro
como entre as espécies, sugerindo que as espécies ou cultivares tolerantes ao Al
possuem varios mecanismos para a desintoxicacdo do Al (Ma e Furukawa, 2003).
Matos et al. (2005) sugeriram a existéncia de um mecanismo de tolerancia ao Al
comum e conservado nas espécies da tribo Triticeae.

De uma forma geral, as estratégias que vérias plantas adoptam para a toleréncia ao
Al dividem-se em duas categorias: mecanismos de resisténcia externos e mecanismos de
tolerancia internos (Kochian, 1995). A primeira consiste na exclusdo do Al pelo apice
das raizes (mecanismo de exclusdo) enquanto a segunda se baseia na tolerancia ao Al
que entra na planta.

Nos mecanismos de exclusdo, o Al €é excluido dos tecidos das plantas,
principalmente da parte do simplasto do meristema da raiz (Kochian, 1995). Os
possiveis mecanismos de exclusdo ou de resisténcia externa sdo: a imobilizacdo do Al
na parede celular ou a baixa capacidade de troca de catides da parede celular, a
permeabilidade selectiva da membrana plasmaética, a formacdo de uma barreira de pH
induzida pela planta na rizosfera ou no apoplasma da raiz, a exsudacdo de ligantes
quelantes, a exsudacao de fosfato e o efluxo de Al (Taylor, 1991; Kochian, 1995), as

alteracBes induzidas pelo AI®*

na membrana proteica e a actividade da ATPase na
membrana microssomal (Matsumoto et al., 1992).

Dos varios mecanismos de tolerancia ao Al externos propostos, a exsudagdo dos
acidos organicos através das raizes foi descrito como sendo um dos mais importantes e
é também o mais estudado (Matos et al., 2005), assim como 0 mecanismo de tolerancia

ao Al mais comprovado (Kochian et al., 2005). Para além da exsudagdo dos &cidos
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organicos, Wang et al. (2006) destacaram ainda outros possiveis mecanismos de
tolerancia ao Al: a ligacdo do Al na parede celular, a producdo de mucilagem na coifa e
a excluséo do Al pelo plasmalema. No entanto, estes mecanismos ndo se encontram
bem esclarecidos pelo facto de terem sido pouco explorados (Wang et al., 2006).

Os mecanismos de resisténcia internos sao aqueles que actuam dentro do simplasma
e sao mediados a nivel celular tanto pela desintoxicacdo como pela imobilizacéo de ides
de Al que penetraram nas células das plantas (Taylor, 1995). Estes mecanismos
concedem a capacidade para as plantas tolerarem os iGes de Al no simplasma onde o Al
que penetrou o plasmalema é isolado ou convertido numa forma in6cua (Kochian,
1995). Os possiveis mecanismos para a resisténcia interna sdo: a quelagdo do Al no
citosol, a compartimentagdo no vacuolo, a evolucdo das enzimas tolerantes ao Al e a
elevada tolerancia da actividade enzimatica (Wang et al., 2006). Recentemente, atraves
de estudos em plantas que conseguem acumular Al, em niveis elevados, na parte aérea,
foram apresentadas evidéncias para 0 mecanismo de tolerancia interna com base na
quelacdo e desintoxicacdo do Al no simplasto com anides carboxilatos ap6s a sua
entrada na planta, (Kochian et al., 2005).

A maioria das evidéncias aponta para um mecanismo de tolerancia ao Al com base
na exclusdo do Al do é&pice das raizes. Isto envolve a activacdo pelo Al de um
transportador localizado na membrana plasmatica das células das raizes que medeia a
libertacdo dos anides dos acidos organicos para a rizosfera. Estes anides organicos
complexam e desintoxicam o AI** do solo (Kochian et al., 2002).

Ultimamente, tem havido fortes evidéncias no papel importante que os acidos
organicos representam na desintoxicagcdo do Al seja de forma externa ou interna (Ma,
2000). Varias espécies e cultivares tolerantes ao Al respondem ao stress do Al através
da segregacdo de aniGes de &cidos organicos especificos pelas raizes (Ma, 2000).
Constatou-se, de facto, que quanto maior for a exposicao ao Al das plantas pelas raizes
maior é o registo de secrecdo de acidos organicos (Li et al., 2000).

As plantas diferem no tipo de &cidos organicos que segregam, nos padres de
segregacdo temporal, na sensibilidade a temperatura e nas dosagens de resposta ao Al.
(Ma, 2000). Até agora, tanto o citrato, como 0 oxalato e/ou o malato tém sido
identificados como os anides de acidos organicos segregados pelas raizes na resposta ao
Al (Ma e Furukawa, 2003; Furukawa et al., 2007). Os trés anides de acidos organicos
conseguem quelar o Al, contudo a capacidade de quelacdo difere (Ma e Furukawa,

2003), por exemplo, o citrato tem cerca de 6 a 8 vezes mais capacidade de quelar o Al
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do que o malato (Furukawa et al., 2007). Em algumas espécies vegetais, dois anides de
acidos orgéanicos sdo segregados como resposta a toxicidade do Al (Quadro 1.1). Estes
anides tém a capacidade de formar complexos estaveis com o Al, desintoxicando o Al
externamente (Furukawa et al., 2007) e prevenindo a ligacdo do Al aos componentes

I** na rizosfera e

celulares (Ma e Furukawa, 2003), ou seja, fazem a quelacdo do A
previnem a sua entrada no apice das raizes (Ma et al., 2001).

Tém vindo a realizar-se, de uma forma intensiva, estudos fisiologicos para perceber
a natureza da secrecdo dos aniGes de acidos organicos, tal como os &cidos malico e

citrico, induzida pelo Al (Kochian et al., 2005) (Quadro 1.1).

Quadro 1.1: Acidos organicos exsudados em diferentes espécies vegetais

Acido organico

Referéncia
exsudado

Espécie da planta

Monocotiledéneas

Arroz (Oryza sativa)
Aveia (Avena sativa)
Centeio (Secale cereale)

Citrato
Malato e Citrato
Malato e Citrato

Ishikawa et al., 2000
Zheng et al., 1998
Li et al., 2000

Cevada (Hordeum vulgare) Citrato Zhao et al., 2003
Milho (Zea mays) Citrato Ishikawa et al., 2000
Citrato e Oxalato Kidd et al., 2001
Sorgo (Sorghum bicolor) Citrato Magalhdes et al., 2007
Trigo (Triticum aestivum) Malato Ishikawa et al., 2000
Citrato Ryan et al., 2009

Triticale (XTriticosecale) Malato e Citrato
Dicotileddneas
Arabidopsis thaliana Malato
Malato e Citrato

Malato e Citrato

Ma et al., 2000

Hoekenga et al., 2003
Liu et al., 2009

Colza (Brassica napus) Zheng et al., 1998

Feijoeiro (Phaseolos vulgaris) Citrato Miyasaka e Hawes, 2001
Inhame (Colocasia esculenta) Oxalato Ma e Miyasaka, 1998
Rabanete (Raphanus sativus) Malato e Citrato Zheng et al., 1998

Soja (Glycine max) Citrato Yang et al., 2001
Tabaco (Nicotiana tabacum) Citrato Delhaize et al. 2001
Trigo-sarraceno (Fagopyrum Oxalato Zheng et al., 1998

esculentum)

Dois padrdes de libertacdo de acidos organicos foram identificados com base no
tempo de segregacdo (Ma et al., 2000). No padrdo I, a segregacdo ocorre quase
imediatamente apds a exposicdo ao Al, sugerindo que o Al activa um canal de anides
pré-existentes na membrana plasmatica e que a indugdo de genes ndo € solicitada. Em
contraste, no padrao 1, a segregacdo de anibes de acidos organicos é atrasada por varias
horas apds a exposicdo ao Al, sugerindo que a inducdo genica € requerida. Os genes

devem estar relacionados com o metabolismo dos acidos organicos (biossintese e
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decomposic¢éo), com os canais de anides da membrana plasmatica ou tonoplasto ou com
o0 transporte dos &cidos organicos da mitocdndria (Ma et al., 2000). Algumas proteinas
indutiveis podem estar envolvidas no metabolismo dos &cidos organicos ou no
transporte dos anides dos acidos organicos (Ma e Furukawa, 2003; Furukawa et al.,
2007). Diferentes mecanismos foram sugeridos como estando envolvidos nos dois tipos
de segregacéo (Ma e Furukawa, 2003).

O padrdo | foi descrito em espécies como o trigo, a cevada, o tabaco e o trigo-
sarraceno, enquanto o padrdo Il foi descrito no centeio, no triticale, no feijoeiro e
igualmente na cevada (Li et al., 2000; Ma e Furukawa, 2003). O facto de existirem
padr@es distintos de exsudacdo de &cidos orgénicos em diferentes espécies podera estar
ligado a um tipo diferente de expressdo do mRNA (Fontecha et al., 2007).

1.2.5- Controlo genético da tolerancia ao aluminio

Vaérios investigadores reconheceram gue a expressao dos genes de tolerancia ao Al
é induzida pela exposi¢do ao metal toxico o que levou a uma série de estudos com o
objectivo de clonar estes genes (Kochian et al., 2002).

Para detectar os genes implicados na resposta das plantas ao Al tém vindo a ser
usadas varias estratégias moleculares (Fontecha et al., 2007) tais como: estudos
genéticos, mapeamento molecular, isolamento e caracterizacdo de genes induzidos
durante a toxicidade ao Al, desenvolvimento e estudo de plantas mutantes e uso de
plantas transgénicas nos estudos da tolerancia ao Al (Samac e Tesfaye, 2003).

Todas estas abordagens tiveram uma implicacdo pratica no desenvolvimento de
culturas mais adequadas ao cultivo nos solos acidos e contribuiram para uma melhor
compreensdo do funcionamento dos mecanismos relacionados com a tolerancia ao Al
nas plantas (Samac e Tesfaye, 2003; Kochian et al., 2005).

A variabilidade genética desta tolerancia tem sido explorada para desenvolver
variedades tolerantes e para estudar o nimero de genes envolvidos na tolerancia a este
metal (Samac e Tesfaye, 2003).

Tem vindo a verificar-se que este caracter pode ser controlado por um ou dois
genes, como acontece no caso do trigo, da cevada e do sorgo, mas que também pode ser
um caracter mais complexo, multigénico, como acontece com o milho e o arroz

(Kochian et al., 2002). Na tribo Triticeae, a tolerancia ao Al possui uma heranca
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simples ou qualitativa onde um gene dominante envolve grande parte da tolerancia ao
Al observada. Por outro lado, o arroz e o milho possuem uma heranga complexa e
quantitativa onde varios genes sdo necessarios para explicar as diferencas a nivel de
tolerancia ao Al (Kochian et al., 2005).

Entre as espécies cultivadas da tribo Triticeae, 0 género Secale € aquele que possui
um dos grupos mais eficientes de genes para a tolerancia ao aluminio (Gallego et al.,
1998a; Matos et al., 2005). Foram descritos pelo menos 4 loci independentes e
dominantes no centeio com a utilizacdo de linhas de adicdo de trigo-centeio e através da
analise de populacdes segregantes: o Altl, o Alt2, o Alt3 e o Alt4 que se localizam nos
bragcos cromossomicos 6RS, 3RS, 4RL e 7RS, respectivamente (Aniol e Gustafson,
1984; Gallego e Benito, 1997; Gallego et al., 1998a; 1998b; Ma et al., 2000; Miftahudin
et al., 2002; Aniol, 2004; Matos et al., 2005).

Tém sido detectados varios genes activados pelo Al em genotipos tolerantes e
sensiveis de varias espécies como o trigo, o arroz, o tabaco, a Arabidopsis, o feijdo e o
centeio e, também, genes que apenas se expressam nos gendtipos tolerantes de espécies
como a soja, o trigo e a Arabidopsis (Fontecha et al., 2007; Matos et al., 2007). Todos
estes genes sdo Uteis para serem clonados noutras espécies com o objectivo de encontrar
mecanismos de tolerancia ao Al nas plantas (Fontecha et al., 2007).

Em 2004, Sasaki et al. identificaram e caracterizaram no trigo (Triticum aestivum
L.) um gene que € responsavel pela activacdo do malato, o ALMTL1 (Al-activated malate
transporter 1). Este gene codifica um transportador que facilita o efluxo do anido
organico malato.

Com a sequéncia deste gene (TaALMTL1), Fontecha et al. (2007) desenharam
primers e com a técnica da PCR amplificaram, clonaram e sequenciaram um gene de
tolerancia ao Al no centeio (SCALMTL). Subsequentemente, descobriram que se
localizava no cromossoma 7RS onde se localiza o locus Alt4 que codifica entéo o gene
ALMT1 e constataram que este gene se expressava inicialmente no apice das raizes e
que era induzido pela presenca de Al. Para além disso, foi detectada uma maior
expressdo nos genotipos tolerantes em relagdo aos sensiveis e ainda nos genotipos de
centeio relativamente aos de trigo o que sugere que o gene SCALMTL1 pode ser um
recurso para uma maior tolerancia ao Al nas espécies mais susceptiveis (Fontecha et al.,
2007). Ambos os genes (TaALMT1 e SCALMT1) sdo ortélogos e possuem um grau de
similaridade bastante elevado (98%) (Benito et al., 2009).
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Furukawa et al. (2007) identificaram e caracterizaram outro gene de tolerancia ao
Al na cevada (Hordeum vulgare L.) que é responsavel pela secrecdo do citrato activado
pelo Al, o HYAACT1 (Aluminum-Activated Citrate Transporter). Este gene pertence a
familia Multidrug And Toxic compound Extrusion sendo, por isso, também conhecido
por HYMATE. Este grupo de investigadores constatou que este gene se expressa
constitutivamente nas raizes e, principalmente, nas cultivares tolerantes, ndo sendo
portanto, a sua expressdo induzida pela exposicdo ao Al. Magalhdes et al. (2007)
também identificaram o mesmo gene mas, desta vez, em sorgo (SbMATE). Collins et al.
(2008) mapearam o gene ortélogo do centeio (SCMATE) no braco cromossomico 7RS
do centeio, tal como o gene SCALMT1, a uma distancia de 27,5 cM do locus Alt4.
Recentemente, Yokosho et al. (2010) isolaram e caracterizaram dois genes homologos
do MATE no centeio, 0 SCFRDL1 e 0 ScCFRDL2.

Liu et al. (2009) estudaram o gene ALMT1 e o gene MATE em Arabidopsis e
sugeriram que ambos os mecanismos de exsudacdo evoluem independemente para
conferir a tolerancia ao Al na Arabidopsis.

Uma vez que o centeio se torna Util como recurso de novos genes para o trigo
(Triticum spp.) atraves da introgressdo de trigo-centeio, o esclarecimento dos
mecanismos e dos genes que controlam a toleréncia ao Al no centeio ird4 providenciar
um conhecimento fundamental que podera ser usado para aumentar a tolerancia ao Al
noutros cereais (Miftahudin et al., 2002; Matos et al., 2005).

1.3- Marcadores moleculares

Considera-se como marcador genético qualquer locus que pode ser referente a um
caracter morfologico, uma proteina ou um fragmento de DNA e cuja presen¢a num
conjunto de genotipos se manifesta como polimorfica, sendo portanto susceptivel de ser
utilizado, em combinacdo com outros marcadores, como caracteristico de um
determinado gendtipo (O’Brien, 1990). Os marcadores genéticos sao regides do genoma
herdadas de acordo com as leis de Mendel que diferenciam gendtipos. Os marcadores
facilitam a deteccdo de diferencas na informacdo genética contida nos individuos
através da sua ligacdo a genes de interesse (Lefebvre e Chevre, 1995).

Os marcadores genéticos podem agrupar-se em trés grandes grupos: marcadores

morfoldgicos, marcadores cromossomicos e marcadores moleculares. Por sua vez, 0s
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marcadores moleculares podem dividir-se em marcadores bioguimicos como as
isoenzimas e em marcadores de DNA que podem ser obtidos através da hibridacdo de
DNA como os RFLPs ou com base em técnicas da PCR como os RAPDs, AFLPs e
SSRs (Matos, 2006).

Os marcadores morfoldgicos geralmente correspondem a tracos qualitativos que
podem ser facilmente distinguiveis (Lefebvre e Chévre, 1995). Possuem certas
restricbes pois estdo limitados a poucas caracteristicas, mostram um baixo grau de
polimorfismo, a sua manifestacdo € variavel porque estdo sujeitos a accdo do ambiente,
podem depender da expressdo de varios genes ndo ligados e séo dependentes do estadio
de desenvolvimento. Os marcadores morfologicos foram em grande parte suplantados
pelos marcadores bioquimicos, particularmente pelas isoenzimas (Schulman, 2007).

Os marcadores bioguimicos consistem em proteinas que sdo produzidas através da
expressao genica, sendo as isoenzimas proteinas que catalizam a mesma reacgdo
enzimética e ainda o produto de vérios alelos de um ou varios genes (Lefebvre e
Chévre, 1995). A utilizagdo de métodos bioquimicos suprime a influéncia ambiental,
contudo, engloba restricdes pelo facto de terem um nimero limitado de enzimas
polimorficas, ou seja, ndo conseguem detectar niveis de variacdo altos (Rao, 2004;
Schulman, 2007).

As desvantagens dos marcadores morfoldgicos e dos marcadores bioquimicos
levaram ao desenvolvimento de marcadores com base em polimorfismos de DNA, visto
ndo serem influenciados por factores ambientais e serem independentes do estadio de
desenvolvimento da planta (Ma et al., 2004; Schulman, 2007). Um marcador molecular
é uma sequéncia de nucle6tidos que corresponde a uma localizacdo fisica particular no
genoma. Este tipo de marcadores origina padrdes distintos de fragmentos de DNA que
permitem a deteccdo e analise de variacdes (polimorfismos) ao nivel das sequéncias do
DNA.

Um bom marcador de DNA deve ter as seguintes caracteristicas: natureza altamente
polimorfica, heranca co-dominante, ubiquidade no genoma, comportamento
selectivamente neutro, facilidade e rapidez no desenvolvimento, econémico, elevada
reprodutibilidade e possibilidade de troca acessivel de dados entre laboratérios. E
extremamente dificil encontrar um marcador molecular que preencha todos estes
requisitos, ndo havendo por isso um marcador ideal (Joshi et al., 1999). Gracas aos

avancos nas técnicas da biologia molecular, um vasto nimero de marcadores de DNA
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altamente informativos tém sido desenvolvidos para a identificacdo do polimorfismo
genético (Bardakci, 2001).

Os progressos efectuados com recurso a marcadores moleculares permitem,
actualmente, uma analise facilitada de um vasto nimero de loci distribuidos atraves do
genoma. Os marcadores moleculares provaram ser ferramentas poderosas na avaliagdo
da diversidade genética tanto dentro como entre populacbes de plantas como na
elucidacdo de relacBes genéticas entre cultivares dentro de uma espécie (Loarce et al.,
1996; Ma et al., 2004).

Uma forma de obter facilmente marcadores moleculares é atraves da técnica da
PCR (Del Pozo et al., 1995). A Reaccdo em Cadeia da Polimerase — PCR foi
introduzida por Mullis et al. (1986) e consiste basicamente na amplificacdo enzimatica,
in vitro, de um fragmento de DNA, de uma forma exponencial, simulando o processo de
replicacdo que ocorre in vivo.

Esta técnica reduz consideravelmente o tempo experimental requerido o que facilita
a andlise de um elevado nimero de individuos, evita a utilizacdo de is6topos
radioactivos, é extremamente simples de realizar, necessita de uma quantidade minima
de amostra de DNA inicial e tem uma grande probabilidade de sucesso (Del Pozo et al.,
1995; Bardakci, 2001; Bornet e Branchard, 2001).

O aparecimento da PCR originou o desenvolvimento de varios tipos de marcadores
diferentes. Estes dividem-se, essencialmente, em duas grandes categorias: métodos que
detectam alvos especificos, clonados e sequenciados no genoma e métodos que utilizam
primers ndo especificos que amplificam varios locais ao acaso através do genoma
(Schulman, 2007). Um dos primeiros marcadores com base na PCR pertence a segunda
categoria, sdo 0os RAPDs (Random Amplification of Polymorphic DNA). Em 1990,
Williams et al. descreveram este novo método de analise de polimorfismo de DNA com
base na amplificacdo de segmentos de DNA utilizando um primer com sequéncias
nucleotidicas arbitrarias e homologos a locais alvo ao acaso no genoma. A tecnologia
dos RAPDs utiliza entdo como primers sequéncias ao acaso de pequenos
oligonucledtidos sintéticos, com 10 bases de comprimento, para amplificar quantidades
minimas (ng) de DNA genomico total sob baixas temperaturas de annealing através da
PCR. Os marcadores RAPDs sé&o herdados de forma mendeliana (Williams et al., 1990).

A andlise de RAPDs é uma das tecnicas de marcadores utilizadas com mais
frequéncia pelas diversas vantagens que apresenta: ndo necessita do conhecimento

prévio do genoma alvo, é relativamente simples e rapida de realizar, ndo necessita de
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sondas radioactivas, requere apenas pequenas quantidades de DNA inicial, é eficaz e
facil de aplicar, é necessario menos trabalho laboratorial, o nimero de loci que pode ser
examinado é praticamente ilimitado e possuem um baixo custo (Igbal e Rayburn, 1994;
Loarce et al., 1996; Bardakci, 2001; Persson et al., 2001; Ma et al., 2004; Schulman,
2007). Pelo facto de ndo ser necessario a clonagem, sequenciacdo ou qualquer outra
forma de caracterizacdo molecular do genoma das espécies em questdo, este método é
adequado para estudos de espécies que ndo sdo totalmente conhecidas a nivel molecular
(Persson et al., 2001). A técnica de RAPDs consegue originar um elevado namero de
marcadores num curto periodo de tempo (Bardakci, 2001).

Contudo, os RAPDs tém limitagcdes. Uma das suas principais desvantagens é a falta
de reprodutibilidade, o que é consequéncia da sua sensibilidade a mudancas nas
condicdes da PCR e, também, por causa do pequeno comprimento do Unico primer
usado que obriga a utilizacdo de baixas temperaturas de annealing nas reaccoes
(Bardakci, 2001; Persson et al., 2001; Schulman, 2007). Assim, é conveniente manter as
mesmas condigdes laboratoriais e de reaccdo para os perfis de amplificacdo serem
consistentes (Williams et al., 1990; Igbal e Rayburn, 1994).

Outra desvantagem relevante é o facto dos marcadores RAPDs serem dominantes,
ou seja, ndo € possivel distinguir se 0 segmento de DNA amplificado provém de um
locus heterozigdtico ou homozigético (Williams et al., 1990; Igbal e Rayburn, 1994).
Para contornar este problema deve-se aumentar o numero de loci no estudo para ser
mais viavel (Igbal e Rayburn, 1994).

Os RAPDs tém sido usados nos mais variados trabalhos efectuados em centeio: para
quantificar a variabilidade genética de populacdes e estudar as relacdes filogenéticas
entre diferentes cultivares (Igbal e Rayburn, 1994; Del Pozo et al., 1995; Loarce et al.,
1996; Matos et al., 2001; Persson et al., 2001; Ma et al., 2004), para detectar e localizar
genes de interesse (Gallego et al., 1998a; Gallego et al., 1998b), para construir mapas
genéticos (Gonzalez et al., 2002; Matos et al., 2005), entre outros.

Os RAPDs tém sido usados em varias culturas, para além do centeio, para
identificar cultivares e revelar relagdes filogenéticas entre elas como, por exemplo, na
cevada (Fernandez et al., 2002), no trigo (Cao et al., 1999), no arroz (Yu e Nguyen,
1994), na cevada silvestre (Tanyolac, 2003), no amendoim (Raina et al., 2000), no
género Citrus (Biswas et al., 2010), na Vigna umbellata (Muthusamy et al., 2008) e na

traceabilidade de azeites portugueses (Santos, 2006).
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A baixa reprodutibilidade dos marcadores RAPDs e as desvantagens de outros tipos
de marcadores moleculares como o elevado custo dos AFLPs e o facto de ser necessario
desenvolver primers especificos de determinadas espécies para os SSRs, levaram ao
aparecimento dos marcadores ISSRs (Inter Simple Sequence Repeat) (Reddy et al.,
2002).

Os ISSRs sdo uma técnica de marcadores moleculares que foi desenvolvida por
Zietkiewicz et al. (1994) e que envolve a amplificagdo por PCR de regibes entre
microssatélites inversamente orientados e relativamente proximos. Esta técnica utiliza
microssatélites ancorados nas extremidades 5 ou 3’como primers, geralmente com 16 a
25 pb e baseados em repeticdes di-, tri-, tetra- e pentanucleétidos (Zietkiewicz et al.,
1994). Os ISSRs sdo marcadores multiloci semi-arbitrarios (Zietkiewicz et al., 1994;
Bornet e Branchard, 2001).

Tal como os RAPDs, os ISSRs ndo necessitam de informacao acerca da sequéncia
do genoma a analisar, requerem uma baixa quantidade de DNA, ndo é necesséria a
utilizacdo de is6topos radioactivos, sdo eficientes, rdpidos e faceis de aplicar
(Zietkiewicz et al., 1994; Bornet e Branchard, 2001; Reddy et al., 2002). No entanto, ao
contrario dos RAPDs, os ISSRs sdo bastante reprodutiveis pelo facto de possuirem
primers de maior comprimento o que leva a utilizacdo de maiores temperaturas de
annealing (45°C — 60°C) (Bornet e Branchard, 2001; Reddy et al., 2002). Para além
disto, os ISSRs sdo universais gracas a natureza ubiqua dos microssatélites nos genomas
eucariotas e sdo altamente polimorficos (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet e Branchard,
2001; Vaillancourt et al., 2008). A principal limitacdo dos ISSRs é a sua dominancia
como acontece também com os RAPDs (Reddy et al., 2002).

Nos altimos anos, a técnica de ISSR tem vindo a ganhar cada vez mais popularidade
e tem tido vérias aplicacbes nas mais variadas espécies. No centeio, ndo se conhecem
muitos trabalhos com este marcador, nomeadamente, na procura de marcadores a fim de
detectar e localizar genes de interesse ou de outros tracos agronémicos importantes
(Camacho et al., 2005), na identificacdo de cultivares através de relacdes filogenéticas
(Matos et al., 2001), na deteccdo de diversidade genética (Bolibok et al., 2005) e,
finalmente, na caracterizacdo, identificacdo e localizagdo cromossomica para efeitos de
melhoramento genético (Vaillancourt et al., 2008).

Os ISSRs também tém sido aplicados a outras espécies: no fingerprinting de DNA
em trigo (Carvalho et al.,, 2005) e em batata (Prevost e Wilkinson, 1999), na

traceabilidade de azeites portugueses (Santos, 2006), na identificacdo de genes
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agronomicamente importantes em trigo (Ammiraju et al., 2001) e na analise filogenética
e de diversidade genética na cevada (Fernandez et al., 2002), no arroz (Virk et al. 2000),
no milho (Kantety et al., 1995), no sorgo (Yang et al., 1996) e no trigo (Carvalho et al.,
2009).

Tanto os ISSRs como os RAPDs providenciam um método rapido para a producgédo
de marcadores polimorficos (Matos et al., 2001). Ambos os marcadores mostraram ser
eficazes e bastante Uteis no fingerprinting de DNA, na constru¢do de mapas geneticos,
no estabelecimento de relac@es filogenéticas inter e intraespecificas e nos programas de

melhoramento genético.
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2- Objectivos

Este estudo teve como objectivos a caracterizacdo da tolerdncia ao aluminio de
espécies silvestres e cultivadas do género Secale e a avaliacdo da variabilidade genética
de trés exdes do gene MATE implicado nesta caracteristica. Pretendeu-se, também,
determinar as relacdes filogenéticas dos gendtipos em estudo com recurso aos

marcadores moleculares ISSRs e RAPDs.

Para conseguir estes objectivos seguiram-se as seguintes etapas:

» Caracterizacdo quanto a tolerancia ao aluminio de cerca de 15 plantas de
cada gendtipo de centeio, utilizando o teste de tolerancia ao aluminio
descrito por Aniol (1984) e adaptada por Pinto-Carnide e Guedes-Pinto
(1997) a uma concentracao de 10 ppm de Al;

> Extraccdo de DNA das raizes dos centeios em estudo, utilizando o método
em pequena escala DNeasy™ Plant Mini-Kit da Qiagen, de cerca de 15

plantas por genotipo;

» Andlise da variabilidade genética e determinacdo das relacGes filogenéticas
através da utilizacdo de marcadores RAPDs seguindo o protocolo descrito
por Williams et al. (1990), com algumas modificagdes;

» Andlise da variabilidade genética e determinacdo das relacGes filogenéticas
através da utilizacdo de marcadores ISSRs utilizando o protocolo descrito

por Zietkiewicz et al. (1994), com algumas modificagoes;

» Estudo preliminar da variabilidade genética do gene MATE.
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3- Material e Métodos

3.1- Material vegetal

Foram estudadas trés espécies do género Secale: Secale cereale L., Secale
montanum Guss. e Secale vavilovii Grossh.. Dentro do S. cereale estudaram-se ainda
trés subespécies: S. cereale subsp. ancestrale Zhuk., S. cereale subsp. cereale (0 Unico
centeio cultivado) e S. cereale subsp. segetale Zhuk.. Dentro do S. montanum estudou-
se a subespécie S. montanum subsp. kuprijanovii (Grossh.) K. Hammer. Dentro do S.
cereale subsp. cereale estudaram-se duas variedades estrangeiras (Imperial e JNK) e
duas populacdes regionais (Alvdo e Montalegre).

As espécies silvestres foram gentilmente cedidas pelo Professor Edward Larter da
Universidade de Manitoba (Winnipeg, Canada). O centeio JNK foi gentilmente cedido
pelo Professor Neil Jones da Universidade de Aberystwyth, Inglaterra. O centeio D.
Zlote pelo Professor Andrzej Aniol do Instituto “Plant Breeding and Acclimatisation”
de Varsovia (Poldnia) e multiplicada durante varias geracdes, pela Professora Olinda
Carnide na UTAD. O centeio Riodeva e Imperial foram gentilmente cedidos pelo
Professor César Benito da Universidade Complutense de Madrid e multiplicados na
UTAD. As populagdes regionais, Alvdo e Montalegre, foram obtidas nos agricultores
das respectivas regioes.

A linha pura Riodeva é considerada sensivel ao aluminio (Gallego e Benito, 1997;
Camacho et al., 2005; Matos et al., 2005; Fontecha et al., 2007) enquanto a cultivar
Dankowskie Zlote é referida como sendo relativamente tolerante (Pinto-Carnide e
Guedes-Pinto, 1999; Kim et al., 2001; Jozefaciuk e Szatanik-Kloc, 2003, 2004) e, por
essa razdo, ambas foram utilizadas como testemunhas. Avaliaram-se ainda, como
testemunhas, duas linhas designadas LAl e LA2 obtidas a partir da selecgéo durante
seis geracdes de autofecundacdo para a tolerancia e sensibilidade, respectivamente, da
populagéo de Lamego.

O gréo deste material vegetal em estudo encontrava-se armazenado no Banco de
germoplasma do Departamento de Genética e Biotecnologia da Universidade de Tras-

os-Montes e Alto Douro.
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Para facilitar a designacdo dos centeios em estudo foram usados cddigos conforme

descrito no Quadro 3.1.

Quadro 3.1: Codigo dos centeios em estudo

Gendtipos de centeio Designacao
Espeécies/Subespécies
S. ancestrale ANC
S. kuprijanovii KUP
S. montanum MTN
S. segetale SEG
S. vavilovii VAV
Variedades
Imperial IMP
JNK JNK
Riodeva (testemunha) RIO
Dankowskie Zlote (testemunha) ZLO
Populagdes/Linhas
Alvéo ALV
Lamego sensivel (testemunha) LAl
Lamego tolerante (testemunha) LA2
Montalegre MTL

3.2- Metodologia

3.2.1- Teste de tolerancia ao aluminio

O material vegetal foi submetido a um teste de tolerancia ao aluminio utilizando a
metodologia de cultura em solucdo nutritiva descrita por Aniol (1984) e adaptada por
Pinto-Carnide e Guedes-Pinto (1997) a uma concentracdo de 10 ppm de Al. O teste foi
feito em simultdneo com todo o material vegetal em estudo de forma a uniformizar as
condicdes do ensaio. Foi feita a caracterizacdo da tolerancia ao aluminio de cerca de 15
plantas de cada espécie/variedade/populacéo.

Os grdos de centeio em estudo foram devidamente desinfectados durante cerca de
10 min com uma solugdo desinfectante [3 &gua destilada: 1 lixivia comercial], tendo
sido lavados com agua destilada. De seguida, os grédos foram colocados a germinar em

papel de filtro humedecido com &gua destilada a uma temperatura de + 7°C durante
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algumas horas tendo sido depois transferidos para uma estufa a 25°C durante dois dias
(Figura 3.1).

Figura 3.1: Grédos de centeio a germinar em placas de Petri

Ap0s este periodo, os grdos germinados foram colocados em estruturas de rede de
nylon que foram introduzidas num tabuleiro, previamente colocado em banho-maria a
temperatura de 25°C, contendo uma solucdo nutritiva com pH ajustado a 4,0 [para cada
litro de ddH,O juntaram-se 2 mL de solucéo base: 22,20 g de CaCl,, 32,869 de KNOs,
25,41 g de MgCl,.6H,0, 0,66 g de (NH4),SO4 e 1,60 g de NH4sNO3; para 1 L]. As
estruturas permaneceram durante dois dias na solugdo nutritiva (Figura 3.2) tendo-se
colocado o sistema de arejamento ao fim de 24 horas.

Passado este tempo, o material foi transferido para um novo tabuleiro com uma
nova solucgdo nutritiva contendo a solucéo de aluminio [1 ppm de Al =1 mL da solucdo
de Al (8,94 g de AICI3.6H,0 em 1 L de ddH,0) / 1 L de dH,0]. As condicdes de pH e
de temperatura da solucdo mantiveram-se. As raizes das plantulas foram expostas ao
tratamento de choque do aluminio durante dois dias.

Ao fim desta etapa, as raizes foram lavadas com agua destilada para eliminar o
excesso de aluminio. Posteriormente, seguiu-se a fase da coloracdo. Colocaram-se as
estruturas num novo tabuleiro com uma solugéo corante (Eriochrome cyanine R) para
possibilitar a observacdo dos recrescimentos das raizes das plantulas (Figura 3.3). Apos
30 min de exposicdo na solucdo de coloracdo, as raizes foram lavadas com &gua
destilada de forma a retirar o excesso do corante.

Por altimo, o material vegetal foi transferido para uma nova solucdo nutritiva com

as mesmas condi¢fes mas sem aluminio, durante mais dois dias.
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Figura 3.2: Plantulas nas estruturas colocadas em tabuleiros Figura 3.3: Coloragdo das raizes das
com a solucdo nutritiva plantulas

Concluido o teste de tolerancia ao aluminio, as plantulas foram retiradas das
estruturas e procedeu-se a observacdo, medicdo e registo dos crescimentos e
recrescimentos em trés raizes por plantula considerando-se para analise dos resultados a
média por plantula.

Consideraram-se plantulas tolerantes quando se verificaram recrescimentos, ou seja,
0s segmentos das raizes que cresceram apds o tratamento de choque do aluminio eram
de cor branca (ndo corada) e contrastavam com a cor ligeiramente rosa das partes
expostas ao aluminio. Neste caso, 0 meristema apical das raizes nao foi afectado pelo
contacto com o aluminio. Por outro lado, consideraram-se plantulas sensiveis quando
ndo se observaram recrescimentos nos extremos das raizes mantendo-se intensivamente
corados. Os recrescimentos radiculares reflectem o nivel de tolerancia das plantulas ao
aluminio (Figura 3.4).

As plantulas foram transferidas para uma estufa em vasos com turfa.

R
AN
Figura 3.4: Plantulas 35
tolerante e sensivel ao
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3.2.2- Extraccao de DNA de folhas

Foram colhidas folhas jovens de cerca de quinze plantas de cada
espécie/variedade/populagdo anteriormente testadas para a tolerancia ao aluminio. Apés
a colheita, as folhas foram imediatamente congeladas com azoto liquido e armazenadas
a -80°C até posterior utilizacdo. Para extrair o DNA das folhas seguiu-se 0 método de

pequena escala da Qiagen — DNeasy™ Plant Mini-Kit (Figura 3.5).

Figura 3.5: Kit utilizado para
extraccdo de DNA

Para cada planta foram macerados cerca de 100 mg de tecido foliar em azoto
liquido com a ajuda de um pildo e de um almofariz até ficar reduzido a um p6 muito
fino. Colocou-se 0 macerado num tubo de 2 mL. Adicionaram-se 400 pL de tampdo de
lise AP1 seguido de 4 uL de RNase A (100 mg/mL) para degradar o RNA e agitou-se
vigorosamente no vortex. Seguidamente, a mistura foi incubada num banho
termostatico a 65°C durante 15 min, misturando-se por inversdo duas a trés vezes. Apos
este passo, as células ficam lisadas.

Em seguida, adicionaram-se 130 pL de tampéo de precipitacdo AP2, misturou-se e
incubou-se em gelo durante 5 min, ficando as proteinas e os polissacaridos precipitados.
Procedeu-se a uma centrifugacdo de 5 min na velocidade maxima.

Ap0s isto, aplicou-se a fase liquida resultante a coluna QlAshredder (lilas) colocada
num tubo e centrifugou-se mais uma vez na velocidade méaxima durante 2 min.

Transferiu-se a fase liquida para um novo tubo onde se adicionou ao lisado 0,5 do

volume obtido na fase anterior de tampé&o de precipitacdo AP3 e um volume de etanol
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absoluto, frio e misturou-se com a pipeta. De seguida, adicionaram-se 650 pL desta
mistura a coluna DNeasy colocada num tubo e centrifugou-se a 8.000 rpm durante 1
min. Descartou-se a fase liquida obtida e repetiu-se este Ultimo passo utilizando a
amostra restante, eliminando no final o tubo. Neste momento, o0 DNA ficou retido na
membrana da coluna.

Colocou-se a coluna num novo tubo e adicionaram-se 500 pL de tampdo de
lavagem AW. Centrifugou-se durante 1 min a 8.000 rpm e descartou-se a fase liquida.
Repetiu-se este passo mas, desta vez, com uma centrifugacdo de 2 min na velocidade
maxima para secar a membrana.

Para finalizar, transferiu-se a coluna para um tubo de 2 mL onde se colocaram,
directamente na membrana, 100 pL de tampé&o de eluicdo AE previamente aquecido a
65°C. Incubou-se a coluna a temperatura ambiente durante 5 min e centrifugou-se
durante 1 min a 8.000 rpm. Repetiu-se todo o passo da eluicdo reutilizando o tubo.

Eliminaram-se as colunas e armazenaram-se os tubos com o DNA eluido a 4°C.

3.2.3- Analise da quantidade e da qualidade do DNA extraido

A gquantidade e a qualidade de DNA obtido, no processo de extrac¢do anteriormente
descrito, foram determinadas através de leituras no espectrofotometro NanoDrop® ND-

1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) e de electroforese em gel de agarose.

a) Espectrofotometria

O Nanodrop® tem a particularidade de quantificar &cidos nucleicos de forma rapida
e facil e ainda de verificar a sua pureza, utilizando apenas 1 pL de amostra. Para tal,
com o braco do aparelho levantado, pipetou-se a amostra de gDNA directamente na
base, fechou-se o braco e fez-se a medicdo com a ajuda do respectivo software instalado
num computador (Figura 3.6). Na transicdo das medices, a base do aparelho foi limpa
para evitar contaminagdes. O branco foi efectuado com o tampdo AE utilizado
anteriormente na extraccdo do DNA.

Foram feitas duas medicOes independentes por amostra e, caso houvesse muita
discrepancia entre as duas, efectuava-se uma terceira medi¢do. Para analise dos

resultados calculou-se a média das duas medic¢des mais proximas (em ng/pL). O grau de
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pureza do gDNA foi determinado através da relacdo AjsoA2s0 que deve estar entre 0s

valores 1.8 e 2.0, caso contrario, 0 gDNA extraido estaria na presenca de contaminantes.

Figura 3.6: Quantificagdo de DNA efectuada no Nanodrop®

b) Electroforese em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose permitiu fazer uma estimativa da quantidade do

gDNA, verificar a sua integridade e confirmar a auséncia de RNA. O resultado esperado

seria 0 aparecimento de uma Unica banda nitida de elevado peso molecular, sem

arrastamento.

Para fazer um gel, pesou-se a quantidade
pretendida de agarose (Bioron) e dissolveu-se em
tampdo TBE1x (National Diagnostics) [solucédo
10x: 0,89 M Tris Borate, pH 8,3 e 20 mM
Na,EDTA]. O gel foi inserido numa tina de
electroforese horizontal imerso na mesma solugéo
tampé&o usada no gel (Figura 3.7).

Foram efectuadas electroforeses em geis de
agarose a 1 %, aplicando em cada pogo 5 puL de
amostra de gDNA misturada com 2 pL de tampé&o
de deposicdo [11,5 mL glicerol, 0,005 g
bromofenol azul e 8,5 mL TBE 10x] que tem

Figura 3.7: Electroforese em gel de
agarose

como funcdo mostrar a frente de migracéo e tornar o DNA mais denso. Aplicou-se uma

corrente eléctrica de 90 V durante cerca de 1,30h e corou-se numa solucdo diluida de

brometo de etidio (Sigma) [70 puL de EtBr em 1L de ddH,O] que se intercala nas
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cadeias de DNA e emite fluorescéncia quando exposto a radiagdes UV permitindo ver
as bandas. Por ultimo, captou-se a imagem do gel usando uma cadmara escura ligada a
um computador (Pentium Il) com o software ‘Biocapture’ sob raios UV a 302 nm

(Figura 3.8). As imagens foram guardadas, imprimidas e, posteriormente, analisadas.

Figura 3.8: Sistema de captagdo de imagem

Apos a quantificacdo, as amostras de gDNA foram diluidas com agua destilada ultra
pura a uma concentracdao de 30 ng/pL de forma a ficarem todas uniformizadas para os
estudos posteriores.

Foram feitos bulks com 30 uL de DNA de cada gendtipo de centeio. Os bulk
genéticos consistem na formacdo de uma solucdo de trabalho de gDNA, por cada
espécie/subespécie/variedade/populacdo, que contém uma mistura da mesma quantidade

de gDNA de todas as plantas da amostragem de cada centeio.

3.2.4- Marcadores Moleculares

Para caracterizacdo da variabilidade genética e determinacdo das relacdes
filogenéticas dos centeios em estudo foram utilizados dois tipos de marcadores
moleculares, RAPDs e ISSRs.

Foram realizadas reaccdes de RAPD semelhantes as descritas por William et al.
(1990) com modificagdes minimas. Vinte e seis primers “10-mer” provenientes dos kits
OPA, OPB e OPC (Operon Technologies) foram testados (Quadro 3.2).
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Marcadores RAPD

Quadro 3.2: Sequéncias dos 26 primers testados na analise de RAPD

Primer Sequéncia 5' -3’ Primer Sequéncia 5' -3’
OPAO1 CAGGCCCTTC OPCO05 CATGACCGCC
OPA04 AATCGGGCTG OPCO06 GAACGGACTC
OPA05 AGGGGTCTTG OPCO7 GTCCCGACGA
OPA06 GGTCCCTGAC OPCO08 TGGACCGGTG
OPAL7 GACCGCTTGT OPC09 CTCACCGTCC
OPB01 CTTTCGCTCC OPC11 AAAGCTGCGG
OPB05 TGCGCCCTTC OPC12 TGTCATCCCC
OPB06 TGCTCTGCCC OPC13 AAGCCTCGTC
OPBO7 GGTGACGCAG OPC15 GACGGATCAG
OPB10 CTGCTGGGAC OPC16 CACACTCCAG
OPCO01 TTCGAGCCAG OPC18 TGAGTGGGTG
OPCO02 GTGAGGCGTC OPC19 CTTGCCAGCC
OPCO04 CCGCATCTAC OPC20 ACTTCGCCAC

Cada reacgdo de amplificagdo constou de 2,0 pL de gDNA (30 ng/pL), 2,5 pL de
Tampdo PCR 10x com (NH;).SO, (Fermentas), 2,5 pL de MgCl, (25 mM)
(Fermentas), 1,0 uL de dNTPs (10mM), 2,5 pL de primer (0,5 U), 0,4 puL de enzima
Taq Polymerase (5 U/uL) (Fermentas) e 14,1 pL de ddH,O para perfazer um volume
final de 25 pL.

As amplificacbes de DNA efectuaram-se num termociclador T-Professional
(Biometra) com o seguinte programa: um passo inicial de 5 min a 94°C, sequido de 45
ciclos com 1 min a 94°C, 1 min a 36°C e 2 min a 72°C e um passo final de 6 min a 72°C.
Os tubos das reacc¢des foram armazenados a 4°C a curto prazo e a -20°C a longo prazo
(Figura 3.9).

Figura 3.9: Termociclador
utilizado nas reaccdes de
RAPD:s e ISSRs
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Os produtos das reaccdes foram separados atraves de electroforeses em géis de
agarose a 1,8 % com corrente aplicada a 100 V durante cerca de 4h. Colocaram-se nos
pocgos os produtos das PCRs na totalidade (25 pL) misturadas com 3 pL de tampéo de
deposicdo. Para verificar o tamanho dos fragmentos de DNA, colocaram-se 5 pL de um
marcador de peso molecular padrdo de DNA (GeneRuler™ 100 bp plus DNA ladder -
Fermentas) [10 pL mistura de fragmentos, 10 pL solucdo de deposicdo 6x e 40 pL
ddH,0] no primeiro e no ultimo pogo (Figura 3.10). A verificacdo dos resultados das
electroforeses foi efectuada conforme descrito anteriormente. As reac¢fes de RAPDs
foram repetidas pelo menos duas vezes e analisaram-se apenas as bandas reprodutiveis.
Determinou-se o tamanho dos fragmentos de DNA, comparando a sua mobilidade com

os fragmentos do marcador de peso molecular de DNA.

Figura 3.10: Marcador de peso molecular padrdo de DNA. Este marcador ordena 14 fragmentos (em
pb): 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 e 100 (Adaptado de:
http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/generulers.htm)

Marcadores ISSR

Foram testados dezoito primers baseados em repeticdes di-, e pentanucledtidas
obtidos através de “UBC primer set 100/9” (University of British Columbia) (Quadro
3.3). Para as reacgdes de amplificacdo, adaptou-se o protocolo descrito por Zietkiewicz
et al. (1994).

Cada reaccdo de amplificacdo constou de 1 pL de gDNA (30ng/ pL), 1 pL do
primer correspondente (5 uM), 10 uL de Taq-PCR master mix (Qiagen) e 8 pL de agua
destilada ultra pura (Qiagen) para um volume final de 20 uL.

As amplificacbes de DNA realizaram-se num termociclador T-Professional

(Biometra) seguindo o programa: um passo de desnaturagdo inicial de 5 min a 94°C
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seguido por 45 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 52°C e 2 min a 72°C e um passo final de
extensdo de 10 min a 72°C.

Quadro 3.3: Sequéncias dos 18 primers testados na analise de ISSR

Primer Sequéncia 5' -3’ Primer Sequéncia 5' - 3'
UBC807 (AG)sT UBC836 (AG)sYA
UBC808 (AG)sC UBC842 (GA)YG
UBCB810 (GA)sT UBC844 (CT)sRC
UBCB811 (GA)C UBCB845 (CT)sRG
UBCB812 (GA)A UBC846 (CA)RT
UBCB815 (CT)sG UBC881 (GGGTG);
UBC824 (TC)sG UBC887 DVD(TC),
UBC827 (AC)sG UBC889 DBD(AC),
UBC835 (AG)YC UBC891 HVH(TG),

Nota: B=(C, G, T); D=(A, G, T); R=(A, G); V=(A,C,G); Y=(C, T).

Os produtos das reaccdes dos ISSRs foram separados através de electroforeses em
géis de agarose com as mesmas condicdes das reac¢fes de RAPDs. A analise dos

resultados também foi efectuada da mesma forma.

3.2.5- Sequenciacao do gene AACT1

Para a caracterizacdo da variabilidade genética do gene AACT1 ou MATE1L
implicado na tolerancia ao aluminio, seleccionou-se a planta mais sensivel e a planta

mais tolerante de cada espécie/variedade/populacdo em estudo.

PCR-AACT1

Foram efectuadas trés PCRs com um par de primers especificos em cada,
desenhados por Silva-Navas et al. (2010), que flanqueiam determinados ex6es do gene
AACTL, o exdo 1, 0 exdo 4 e 0 exdo 8 (Quadro 3.4). Para levar a cabo as reacgdes de
amplificagdo seguiu-se a metodologia descrita por Silva-Navas et al. (2010).

Para um volume final de 25 pL, cada reacgdo envolvia 2,5 uL de gDNA (30ng/
pL), 2,5 pL de primer Forward (5 uM), 2,5 pL de primer Reverse (5 uM), 12,5 pL de
Tag-PCR master mix (Qiagen) e 5 pL de agua destilada ultra pura (Qiagen).
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As amplificacdes de DNA foram realizadas num termociclador G-STORM™ GS|1
(Gene Technologies) com um passo preliminar de 10 min a 95°C, 35 ciclos de 1 min a
95°C, 1 min a 58°C e 2 min a 72°C e um Ultimo passo de 10 min a 72°C. Os produtos

das reac¢des foram armazenados a 4°C (Figura 3.11).

Figura 3.11: Termociclador
usado no PCR-MATE1

Quadro 3.4: Sequéncias de primers usados nas PCR-AACT1 e tamanho esperado das bandas

Primer Sequéncia 5' - 3' pb Exao
AACT1-1F CGAGCGAACCATCGGCTGATCGAC ~332 1
AACT1-1R AGACGTGACGAAGACGAGCACTCGTAA =332 1
AACT1-2F TTTCTATTGCCATATTTAACCAAG ~1100 4
AACT1-2R GAGCCGACATATCAAGATCATA ~1100 4
AACT1-3F CTTGATATGTCGGCTCGTC ~900 8
AACT1-3R GGTGTAGTCTTGTGCTCCGAAGTT =900 8

Verificacdo da amplificacéo

Cada reaccéo foi feita a duplicar com o intuito de verificar os resultados antes de
fazer o corte e a purificacdo das bandas. Portanto, apds cada reaccdo fez-se uma
electroforese em gel de agarose para verificar a ocorréncia das bandas esperadas.

Os géis de agarose foram feitos a 1,75 % em 100 mL de TBE 0,5X com brometo de
etidio incorporado. No primeiro pogo, colocaram-se 6 pL de marcador de peso
molecular padréo (GeneRuler™ DNA ladder Mix 100 bp - Fermentas) e nos restantes
colocaram-se 5 pL de produto de reaccdo misturados com 1 pL de tampédo de

deposicédo. A corrida de electroforese ocorreu a 90 V durante aproximadamente 3 h.
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Corte de bandas

Para corte das bandas, fizeram-se géis de agarose a 2 % em 150 mL de TBE 0,5X
com brometo de etidio incorporado. Colocou-se, igualmente, o marcador de peso
molecular padrdo no primeiro poco e nos restantes os 45 pL de produto de reaccdo que
sobrou junto com 6 pL de tampdo de deposicdo. As electroforeses foram efectuadas a
90 V durante cerca de 3 h.

Procedeu-se ao corte das bandas com o tamanho pretendido com a ajuda de um
bisturi, um transiluminador e uma mascara. Por fim, as bandas foram colocadas em
tubos de eppendorf de 1,5 mL devidamente assinalados e armazenadas a -20°C até a
posterior purificagéo.

Purificacdo de bandas

Para a purificagdo das bandas, seguiu-se 0 método do FavorPrep™ GEL/PCR

Purification Mini kit (Favorgen Biotech Corp) (Figura 3.12).

Figura 3.12: Kit de
purificagdo utilizado.

Para fazer a dissociac¢do do gel, adicionaram-se 500 pL de tamp&o FADF aos tubos
com as bandas e passou-se pelo vortex. Incubou-se a 55°C durante 10 min, invertendo-
se 0s tubos de 2 em 2 min, até o pedaco de gel se dissolver completamente. Deixou-se
arrefecer os tubos a temperatura ambiente durante 1 min.

Para ligar o DNA, colocaram-se colunas em tubos de 2 mL onde se aplicaram 800
pL de amostra. Centrifugou-se a 13.000 rpm durante 1 min e descartou-se o
sobrenadante reutilizando o tubo com a coluna.

Para lavar o DNA, adicionaram-se 700 pL de tampédo de lavagem na coluna e

centrifugou-se a 13.000 rpm durante 1 min. Mais uma vez descartou-se o sobrenadante
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e colocou-se a coluna de novo no tubo. Centrifugou-se na velocidade maxima durante 3
min para secar a membrana completamente.

Por fim, para eluir o DNA, transferiu-se a coluna para um novo tubo e adicionaram-
se 17 pL de agua Mili Q directamente na membrana da matriz. Deixou-se a temperatura
ambiente durante 5 min para que a agua seja completamente absorvida pela matriz. Por
fim, centrifugou-se durante 2 min na velocidade maxima. Eliminaram-se as colunas e
armazenaram-se 0s tubos com o DNA purificado eluido a -20°C até enviar para

sequenciar.

Quantificacdo do DNA purificado

Apbs a purificacdo das bandas, procedeu-se a quantificacdo do DNA purificado
resultante com a ajuda de um espectrofotdémetro NanoDrop® ND-1000 para verificar se
havia DNA suficiente para enviar para sequenciar. Caso as amostras nao
correspondessem as expectativas, as PCRs eram repetidas.

Preparacdo das amostras para sequenciar

Num tubo de eppendorf de 1,5 mL colocaram-se 15 pL de amostra purificada
juntamente com 15 pL de agua Mili Q passando suavemente pelo vortex. Num novo
tubo de 1,5 mL, colocaram-se 15 pL desta mistura com 1,5 puL de primer Forward e
num outro tubo, colocaram-se os restantes 15 pL da mistura com 1,5 pL de primer
Reverse. Os tubos foram devidamente etiquetados e enviados para sequenciar na
Secugen S.L. (ABI PRISM 3700, Applied Biosystems) em Madrid, Espanha.

3.3- Analise de resultados

Os fragmentos de DNA obtidos nas reac¢des de RAPDs e ISSRs com a mesma
distancia de migracdo foram considerados como um locus. Analisou-se a presenca (1)
ou auséncia (0) de bandas reprodutiveis. Elaboraram-se duas matrizes, uma para 0s
dados de todos os primers de RAPDs e outra para os dados de todos os primers de
ISSRs, estas foram primeiro analisadas de forma independente e, posteriormente, unidas.

As matrizes foram utilizadas para a analise de clusters. Os dendrogramas foram obtidos
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empregando o coeficiente de similaridade SM — Simple Matching onde SM = (a + d)/(a
+b + ¢ + d) sendo a o nimero de bandas presentes em ambos os individuos, b 0 nimero
de bandas presentes em i mas ausentes em j, ¢ 0 nimero de bandas presentes em j mas
ausentes em i e d o nimero de bandas ausentes em ambos; i e j sdo o par de individuos
comparado. O coeficiente de similaridade e o método de clustering foram efectivados
utilizando o SIMQUAL (Similarity of Qualitative data) e o SAHN (Sequential
Agglomerative Hierarchical Nested) do programa NTSYS-pc v.2.02 (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System for Personal Computer; Rohlf 1998) sendo
aplicado o0 método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean).
As sequéncias de DNA obtidas foram inicialmente analisadas utilizando o programa
Chromas Lite v. 2.01(Technelysium Pty, Ltd.), onde se verificaram e corrigiram as
indeterminacdes. As sequéncias foram, posteriormente, analisadas com o programa
MEGA v.4.0.2 (Tamura et al., 2007) onde se fizeram os respectivos alinhamentos e se
analisaram 0s SNPs e os INDELs de cada centeio a procura de diferencas entre o

material vegetal em estudo.
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4- Analise de Resultados

4.1- Tolerancia ao aluminio

Foram estudados 13 gendtipos (espécies/subespécies/variedades/populacdes) de
centeio a concentracdo de 10 ppm de aluminio usando-se como testemunhas tolerantes a
variedade Dankowskie Zlote (ZLO) e a linha LA2, obtida por seleccdo de plantas
tolerantes da populacdo de Lamego. Como testemunhas sensiveis usaram-se a linha
pura Riodeva (RIO) e a linha LAL, obtida por seleccdo de plantas sensiveis da
populacdo de Lamego. Ap6s a medicdo de trés raizes por planta, procedeu-se a analise
da média dos comprimentos e dos recrescimentos radiculares (Figuras 4.1 e 4.2).

Do total de plantas testadas, separaram-se as plantas sem recrescimentos das plantas
com recrescimentos. Dentro destas, consideraram-se as plantas com pequenos (0 — 1,5
mm), médios (1,5 — 3,5 mm) e grandes recrescimentos (> 3,5 mm) (Quadro 4.1).

Pela analise geral dos comprimentos das raizes, o S. vavilovii destacou-se,
relativamente ao comprimento radicular dos restantes centeios conseguindo alcangar
uma média de 77,4 mm enguanto o S. montanum obteve o valor mais baixo com 24,36
mm. Com a excepcao do S. montanum, as espécies silvestres alcancaram, de uma forma

geral, os valores mais elevados de comprimentos radiculares (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Média dos comprimentos radiculares dos genétipos de centeio
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Dentro dos centeios cultivados, o centeio Alvdo obteve o valor mais elevado com
61,53 mm e a populagdo de Montalegre o valor mais baixo com 39,33 mm. O centeio
Imperial e JNK registaram valores intermeédios relativamente a estas duas populagdes.

Considerando as testemunhas, o centeio Dankowskie Zlote registou o valor mais
elevado de comprimento (56,33 mm) e o centeio Riodeva o valor mais baixo (30,89
mm). As duas linhas do centeio de Lamego obtiveram comprimentos idénticos (LA1 -
33,31 e LA2 - 31,91 mm) (Figura 4.1).

Relativamente aos recrescimentos radiculares, como era de esperar, a testemunha
Riodeva apresentou recrescimentos nulos em todas as plantas, confirmando assim a sua
grande sensibilidade. A linha LA1 obteve 0,79 mm confirmando também a sua baixa
tolerancia. Por outro lado, a testemunha Dankowskie Zlote, usada como testemunha
tolerante obteve apenas 1,31 mm de média de recrescimentos enquanto a linha LA2
registou 3,73 mm evidenciando um comportamento mais tolerante. Na linha LA1 53,8
% das plantas tiveram recrescimentos nulos e na linha LA2, 455 % das plantas

atingiram recrescimentos médios acima dos 3,5 mm (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Média dos recrescimentos radiculares dos geétipos de centeio

Dentro dos centeios cultivados, os valores variaram entre 2,61 e 14,21 mm, nos
centeios Alvdo e JNK, respectivamente. Este ultimo centeio, além de apresentar os

maiores valores médios de recrescimentos, ndo apresentou nenhuma planta com
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recrescimentos nulos, e 80% das plantas atingiram valores elevados, na classe de
recrescimentos > 3,5 mm (Figura 4.2).

O S. vavilovii mostrou ser a espécie selvagem mais tolerante ao Al conseguindo
uma média de 12,82 mm de recrescimentos radiculares e 86,7 % das plantas com
recrescimentos superiores a 3,5 mm. Contrariamente, o0 S. montanum revelou-se
bastante sensivel dado que registou, em média, apenas 0,08 mm de recrescimentos
radiculares. Verificou-se que 75 % das plantas ndo obtiveram qualquer recrescimento e
25 % obtiveram recrescimentos com valores entre 0,33 e 0,50 mm, na classe mais baixa
(Quadro 4.1).

E de realcar a grande variabilidade verificada no material estudado conseguindo-se
obter plantas em todas as classes de recrescimentos, na maioria das espécies estudadas

(Quadro 4.1), constatando-se assim uma variabilidade intra e interespecifica.

Quadro 4.1: Numero e percentagem de plantas testadas com e sem recrescimentos

N° de plantas com recrescimentos
Centeios N‘;It;);?;ge N:e(i?feilcairrgsztsssm 0-15mm | 15-35mm > 3,5 mm
Espécies/Subespécies
ANC 15 1 (6,7 %) 7 (46,7 %) 2 (13,3 %) 5 (33,3 %)
KUP 15 4 (26,7 %) 4 (26,7 %) 1 (6,7 %) 6 (40,0 %)
MTN 12 9 (75,0 %) 3 (25,0 %) 0 0
SEG 14 6 (42,9 %) 4 (28,6 %) 1(7,1 %) 3 (21,4 %)
VAV 15 1 (6,7 %) 1 (6,7 %) 0 13 (86,7 %)
Variedades
IMP 7 0 1 (14,3 %) 1 (14,3 %) 5 (71,4 %)
JNK 10 0 1 (10,0 %) 1 (10,0 %) 8 (80,0 %)
RIO 15 15 (100 %) 0 0 0
ZLO 15 3 (20,0 %) 8 (53,3 %) 2 (13,3 %) 2 (13,3 %)
Populagdes/Linhas
ALV 12 3 (25,0 %) 4 (33,3 %) 2 (16,7 %) 3 (25,0 %)
LAl 13 7 (53,8 %) 4 (30,8 %) 1 (7,7 %) 1 (7,7 %)
LA2 11 0 5 (45,5 %) 1(9,1 %) 5 (45,5 %)
MTL 15 1 (6,7 %) 9 (60,0 %) 2 (13,3 %) 3 (20,0 %)

Nota: Os codigos dos centeios encontram-se descritos no Quadro 3.1
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4.2- Marcadores Moleculares

4.2.1- RAPDs (Random Amplified Polymorphism DNA)

Dos 26 primers testados, descritos no ‘Material e Métodos’, foram seleccionados
apenas 21, tendo sido excluidos os primers OPA6, OPB6, OPC8, OPC15 e OPC18 pela
dificuldade na interpretagdo dos padrdes obtidos, pela falta de reprodutibilidade
observada e pela fraca amplificacdo de alguns deles. Os primers seleccionados, para
além de possibilitar uma amplificacdo eficaz de bandas reprodutiveis, revelaram
produtos bastante informativos e polimérficos (Quadro 4.2).

Foram registados 242 produtos de amplificacdo (bandas) onde 146 se mostraram
polimorficos correspondendo a 60,33 % de polimorfismo em todo o material estudado.
A média do nimero de bandas reprodutiveis registadas por primer foi de 11,52 variando
entre 0 minimo de 7 (OPC2) e 0 méximo de 21 (OPC13) bandas/primer e a média das
bandas polimoérficas/primer foi de 6,95 wvariando entre 1 e 20 bandas
polimorficas/primer nos primers OPC6 e OPC13, respectivamente. Os tamanhos dos
fragmentos variaram entre 0os 250 e os 2800 pb para os primers OPB10 e OPC13,
respectivamente.

A taxa de polimorfismo variou entre 11,11 % para o primer OPC6 e 95,24 % para o
primer OPC13. O elevado polimorfismo obtido com este primer demonstra a grande
variabilidade genética existente nos gendtipos de centeio em estudo, tal como aconteceu
com o primer OPC7 (90,91 %).

Nas figuras 4.3 e 4.4 encontram-se dois exemplos de amplificacdo de dois primers
de RAPDs onde se pode verificar a eficiéncia da amplificacdo e os diferentes graus de
polimorfismo.

Para além disso, foi encontrado um total de 22 bandas Unicas em 13 dos primers
utilizados. O primer OPC13, mais uma vez sobressaiu devido ao nimero elevado de
bandas Unicas obtidas (Quadro 4.2).

Foi na espécie cultivada onde se obteve um maior nimero de bandas Unicas

destacando-se a linha pura Riodeva com cinco bandas Unicas (Quadro 4.3)
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Quadro 4.2: Resultados da amplificacdo e do polimorfismo de cada primer de RAPD seleccionado

Taxa de Variagdo do tamanho
Primer Banda's . 3ar1da§ polimorfismo Eiar'ldas aproximado das bandas
reprodutiveis polimdrficas o anicas
(%) (pb)
OPAO1 10 5 50,00 1 380 - 1400
OPA0O4 8 5 62,50 0 500 - 1400
OPA05 11 8 72,73 3 390 - 1900
OPAl7 13 9 69,23 3 600 - 1750
OPBO1 12 7 58,33 1 400 - 1400
OPBO05 12 7 58,33 1 490 - 2000
OPBO0O7 15 10 66,67 1 280 - 1700
OPB10 13 5 38,46 0 250 - 1950
OPCO01 9 7 77,78 0 450 - 1500
OPCO02 7 2 28,57 1 550 - 1100
OPCO04 9 4 44,44 0 300 - 1750
OPCO05 13 8 61,54 1 520-1700
OPCO06 9 1 11,11 0 290 - 1400
OPCO7 11 10 90,91 2 400 - 1750
OPCO09 13 10 76,92 1 590 - 2100
OPC11 9 4 44,44 0 320 - 1250
OPC12 10 5 50,00 2 420 - 1500
OPC13 21 20 95,24 4 490 - 2800
OPC16 14 5 35,71 0 280 - 1500
OPC19 15 10 66,67 1 270 - 1600
OPC20 8 4 50,00 0 750 - 1800

Quadro 4.3: Bandas Unicas obtidas em cada espécie através dos marcadores RAPDs

Espécie/Subespécie  Bandas Unicas

S. ancestrale 1
S. cereale 13
S. kuprijanovii 3
S. montanum 2
S. segetale 2
S. vavilovii 1
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.!f-'x - 5 : et i,

Figura 4.3: Fragmentos de DNA amplificados nos 13 centeios com o primer OPAL17. M: marcador de peso
molecular padrdo de DNA (GeneRuler™ 100 bp plus DNA ladder - Fermentas).
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Figura 4.4: Fragmentos de DNA amplificados nos 13 centeios com o primer OPB10. M: marcador de peso
molecular padrdo de DNA (GeneRuler™ 100 bp plus DNA ladder - Fermentas).
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4.2.2- ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats)

Tendo em atencdo a reprodutibilidade, amplificacdo e grau de polimorfismo dos
primers inicialmente testados seleccionaram-se os dezasseis apresentados no Quadro
4.4,

Com os ISSRs foi obtida uma maior taxa de polimorfismo do que com os RAPDs,
atingindo os 76,17 % entre as amostras de centeio em estudo. No total foram obtidas
193 bandas reprodutiveis das quais 147 revelaram-se polimorficas. Os tamanhos dos
fragmentos amplificados variaram entre os 320 e os 3000 pb. Nas figuras 4.6 (UBC811)
e 4.7 (UBC836) encontram-se exemplos da eficiéncia da amplificagdo dos primers e do
elevado grau de polimorfismo referente aos ISSRs.

A média do numero de bandas reprodutiveis registadas por primer foi de 12,06
variando entre 0 minimo de 6 (UBC815) e 0 maximo de 20 (UBC842) bandas/primer e
a média das bandas polimorficas foi de 9,19 variando entre 0 minimo de 3 (UBC827 e
UBC835) e 0 maximo de 16 (UBC836 e UBC842) bandas polimorficas/primer.

A percentagem do polimorfismo variou entre 37,50 para o primer UBC827 e 92,31
para o primer UBC812. O polimorfismo obtido foi de consideravel dado que em mais
de 50 % dos primers testados obteve-se mais de 70 % de polimorfismo.

O ndmero de bandas Unicas encontradas com os marcadores ISSRs (42 em 15
primers) foi o dobro do nimero de bandas obtidas com os RAPDs (22 em 13 primers).
Enquanto com o primer UBC815 néo se detectou qualquer banda tnica, com o UBC842
obtiveram-se cinco bandas (Quadro 4.4).

Assim como aconteceu com os marcadores RAPDs, também com os ISSRs a espécie
cultivada (S. cereale) revelou mais bandas unicas. Dentro desta espécie destacaram-se a
variedade JNK e, mais uma vez, a linha pura Riodeva, ambas com 14 bandas Unicas
(Quadro 4.5).
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Quadro 4.4: Resultados da amplificacdo e do polimorfismo de cada primer de ISSR seleccionado

Taxa de Variagdo do tamanho
Primer Banda's . 3ar1da§ polimorfismo Eiar'ldas aproximado das bandas
reprodutiveis polimdrficas o anicas
(%) (pb)
UBC808 16 13 81,25 4 420 - 2800
UBC810 14 10 71,43 4 650 - 2100
UBCS811 15 13 86,67 3 620 - 2500
UBC812 13 12 92,31 3 590 - 2950
UBC815 6 4 66,67 0 420 - 1900
UBC824 10 8 80,00 1 880 - 1800
UBC827 8 3 37,50 1 780 - 1500
UBC835 7 3 42,86 2 620 - 1800
UBC836 19 16 84,21 4 720 - 3000
UBC842 20 16 80,00 5 320 - 2000
uBC844 9 8 88,89 2 400 - 2600
UBC845 9 6 66,67 2 900 - 2000
UBC846 12 10 83,33 3 900 - 2500
UBC881 15 12 80,00 4 980 -2800
UBC889 12 9 75,00 3 660 - 1600
UBC891 8 4 50,00 1 750 - 1150

Quadro 4.5: Bandas Unicas obtidas em cada espécie atraves dos marcadores ISSRs

Espécie/Subespécie Bandas Unicas

S. ancestrale 1
S. cereale 32
S. kuprijanovii 3
S. montanum 1
S. segetale 3
S. vavilovii 2
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Figura 4.5: Fragmentos de DNA amplificados nos 13 centeios com o primer UBC811. M: marcador de peso
molecular padrdo de DNA (GeneRuler™ 100 bp plus DNA ladder - Fermentas).
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Figura 4.6: Fragmentos de DNA amplificados nos 13 centeios com o primer UBC836. M: marcador de peso
molecular padrdo de DNA (GeneRuler™ 100 bp plus DNA ladder - Fermentas).
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4.2.3- Analise filogenética

Os resultados obtidos em RAPDs e ISSRs (Quadross 4.3 e 4.5) foram utilizados para
construir matrizes de dados binarios (1- presenca e 0- auséncia). Posteriormente, foram
elaborados os dendrogramas respectivos aplicando o método UPGMA e usando o
coeficiente SM.

Inicialmente, fez-se um dendrograma s6 com os dados dos marcadores RAPDs
(figura 4.7) e outro s6 com os dados dos marcadores ISSRs (figura 4.8) e, no final,

combinaram-se as matrizes dos dois marcadores (figura 4.9).
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Figura 4.7: Dendrograma com as relacdes filogenéticas entre os treze centeios em estudo com base nos
marcadores RAPDs aplicando o método UPGMA e o coeficiente SM
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Figura 4.8: Dendrograma com as relagdes filogenéticas entre os treze centeios em estudo com base
nos marcadores ISSRs aplicando o método UPGMA e o coeficiente SM
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Figura 4.9: Dendrograma com as relagdes filogenéticas entre os treze centeios em estudo com base
na unido dos marcadores ISSRs e RAPDs aplicando 0 método UPGMA e o coeficiente SM
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De uma forma geral, os trés dendrogramas obtidos sdo muito semelhantes. Houve
sempre a formagdo de um grupo principal e duas amostras divergentes, a linha pura
Riodeva e a variedade JNK.

As linhas da populacdo regional de Lamego (LA1 e LA2) e a populacgéo regional de
Montalegre ficaram sempre agrupadas assim como os cultivares Alvao e Imperial. A
variedade Dankowskie Zlote esteve sempre junto da espécie silvestre S. vavilovii.

O centeio silvestre S. montanum inseriu-se, nos trés casos, dentro do agrupamento
principal. No entanto, manteve-se isolada do resto dos centeios do grupo. As principais
diferencas ocorreram com as espécies S. ancestrale, S. kuprijanovii e S. segetale, todas
elas silvestres.

O maior factor de similaridade foi obtido com os centeios silvestres S. ancestrale e
S. kuprijanovii (0,90) com os marcadores ISSRs e com a linha da populacédo de Lamego
(LA1) e a populacdo Montalegre (0,90), desta vez, com os marcadores RAPDs. Foi com
os marcadores ISSRs que se obteve o menor factor de similaridade (JNK — 0,63).

Apesar de se ter detectado uma grande variabilidade genética entre as diferentes
espécies e dentro da mesma espécie, o factor de similaridade minimo obtido foi bastante
elevado: 0,63, 0,72 e 0,68 para os ISSRs, RAPDs e ISSRs+RAPDs, respectivamente.

4.3- Andlise dos exdes do gene AACT1 (MATEL1)

A partir das sequéncias dos 3 exdes (1, 4 e 8) do gene MATE, obtidas em plantas
tolerantes e sensiveis, de treze espécies/subespécies/variedades/populacdes, foram
efectuadas diferentes analises, tendo em conta a grande variedade de material em
estudo.

As sequéncias foram devidamente tratadas, no sentido de se obterem
exclusivamente as sequéncias dos exdes (os primers escolhidos foram desenhados fora
das sequéncias dos exdes) e sem indeterminacdes. Todas as sequéncias foram alinhadas,
como o exemplo representado na figura 4.10 e foi detectada a existéncia de varios SNPs
e INDELs.

A primeira analise foi a comparacdo das plantas tolerantes e sensiveis da mesma
espécie/subespécie/variedade/populacéo.

Verificou-se que, na maioria dos casos, ndo existiam diferencas significativas, néo

sendo possivel relacionar as diferengas observadas com tolerancia ou sensibilidade. A
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excepcao foi o caso do S. vavilovii sensivel com o exdo 1 em que ndo foi possivel
sequenciar directamente o produto obtido. Procedeu-se a clonagem deste fragmento e
posterior sequenciacdo e foram detectadas duas copias deste exao.

R B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B £ B B B B3 B B £ B2 B2 B B3 B B B £ S S B S B B B B B B B B 62 B £ B3 B B B B B2 £ B £ B £
Alvac S exao 4.abl

Alvao T exao 4.abl ll ..l|
Ancestrale S exao 4.zbl ll
Ancestrale T exao 4.:zbl ll
Imperial S exaoc 4.abl .l

Imperial T exao 4.abl .l
JNE T exac 4.abl

Montanum S exao 4.abl ll
Segetale S exao 4.zbl ll
Segetale T exao 4.zbl ll
Vavilovii S exac 4.abl .l
Vavilovii T exac 4.abl ll
Zlote S exac 4.abl

EEEREER HEEEEREAENEEE
Zlote T exso 4 .abl G LT LB P DR BEL BEL R LR DL DL LD B DL L DT
Figura 4.10: Parte de um alinhamento obtido com o exdo 4

Efectuou-se a comparacdo para deteccdo de diferencas de todas as sequéncias
simultaneamente (Quadro 4.6), depois analisaram-se as sequéncias dos centeios
cultivados (Quadro 4.7) e, por fim, a comparacgdo das sequéncias de uma planta de cada
espécie do género Secale (Quadro 4.8).

Quadro 4.6: Analise utilizando todos os dados

1 195-201 22 11,28 2 12 13 3
4 196 25 12,75 0 13 4 1
8 166 16 9,64 0 9 2 0

SNP - Single nucleotide polymorphism; INDEL - Insertion-deletion polymorphism; Het - Heterozygous position; CNST - Total
Non-synonymous changes; CNSAC - Non-synonymous changes with electric charge change.

Quadro 4.7: Andlise das sequéncias dos cultivares de S. cereale

1 195-201 9 4,61 2 8 i 3
& 196 9 4,59 0
166 14 8,43 0 9 1 0

SNP - Single nucleotide polymorphism; INDEL - Insertion-deletion polymorphism; Het - Heterozygous position; CNST - Total
Non-synonymous changes; CNSAC - Non-synonymous changes with electric charge change.
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Quadro 4.8: Analise das sequéncias do género Secale

1 195-201 22 11,28 2 12 13 3
4 196 25 12,75 0 13 4 !
8 166 16 9,64 0 9 2 0

SNP - Single nucleotide polymorphism; INDEL - Insertion-deletion polymorphism; Het - Heterozygous position; CNST - Total
Non-synonymous changes; CNSAC - Non-synonymous changes with electric charge change.

Da anélise dos trés quadros é de salientar o elevado grau de variabilidade existente
nas sequéncias estudadas. O exdo que apresenta maior variabilidade varia com as
sequéncias comparadas: 0 exdo 1 no caso dos centeios cultivados e 0 exdo 4 quando se
analisa um representante de cada espécie do género Secale.

E de salientar o caso do exdo 1 que em todos os estudos efectuados apresenta uma
elevada variabilidade (elevado nimero de SNPs) e o Unico com INDELs. Os INDELSs
detectados no exao 1 resultam numa alteracdo na proteina com a presenca de mais dois

aminoacidos.
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5- Discussao

5.1- Tolerancia ao aluminio

A acidez dos solos € um problema gque abrange uma grande area mundial e € um dos
principais factores que limitam a producéo vegetal. A toxicidade do aluminio encontra-
se associada com a problemética devido a disponibilidade deste elemento nos solos na
sua forma soltvel AI**. Para tentar minimizar estes problemas tém sido desenvolvidos
programas de melhoramento genético para a obtencdo de genotipos tolerantes ao
aluminio. Torna-se assim importante caracterizar e seleccionar espécies tolerantes com
melhor adaptacdo aos solos acidos.

Existem varias técnicas para testar a tolerancia ao Al como a cultura em solugéo
nutritiva, a cultura de células e tecidos, os bioensaios em solos e a avaliagdo em campo.
A andlise de recrescimentos radiculares a partir de cultura em solucdo nutritiva, aplicada
neste trabalho, € o método mais usado pelas diversas vantagens que apresenta tais
como: a facilidade em aceder ao sistema radicular sem destruir a planta; o controlo de
todas as condigdes experimentais (disponibilidade de nutrientes, concentracdo do Al e
niveis de pH); a analise de uma grande quantidade de plantas em simultdneo e a
fiabilidade para a investigagdo sobre 0s mecanismos genéticos envolvidos na tolerancia
ao Al (Matos, 2006; Wang et al., 2006).

Com esta metodologia, tivemos possibilidade de analisar, simultaneamente e de
forma répida, todo o material vegetal em estudo garantindo assim as mesmas condicdes
de ensaio.

Como ja foi referido na parte introdutdria do trabalho, o primeiro sintoma da
toxicidade ao Al é a inibic¢do do crescimento radicular, ou seja, a falta de recrescimentos
qguando a planta € transferida para uma solucdo sem Al, ap6s a permanéncia numa
solugé@o com este elemento durante 48h.

Os recrescimentos das plantulas foram devidamente observados devido a ac¢do do
corante utilizado, o Eriochrome cyanine R. Este corante tem a capacidade de formar
complexos corados com as partes das raizes que contém Al permitindo assim a

observacdo imediata do recrescimento das raizes, apés a exposicdo ao Al. Portanto,
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entende-se por recrescimento a distancia entre o apice das raizes e o limite da parte
corada.

Quando as plantas sdo afectadas pelo Al ndo se verificam recrescimentos pois o
apice das raizes encontra-se corado. Por outro lado, quando as plantas ndo sdo afectadas
pela presenca do Al, observam-se recrescimentos que corresponde a parte marcada pelo
corante.

S&o muitos os autores que utilizaram este corante nos seus trabalhos de seleccéo da
tolerancia ao Al (Slaski, 1994; Aniol, 1996; Gallego ¢ Benito, 1997; Pinto-Carnide e
Guedes-Pinto, 2000; Fontecha et al., 2007) embora outros tenham utilizado a
hematoxilina (Pinto-Carnide e Guedes-Pinto, 1995, 1999). Em 1997, Ma et al. néo
verificaram diferengas significativas quando efectuaram de tolerancia ao Al, utilizando
ambos os corantes.

Entre os cereais, 0 centeio é aquele que se tem revelado mais tolerante a presenca
do Al Slaski (1994), Pinto-Carnide e Guedes-Pinto (1999) e Li et al. (2000)
comprovaram que 0 centeio é mais tolerante que o trigo e Ma et al. (1997) nédo
conseguiram encontrar linhas de cevada tdo tolerantes como a linha mais tolerante de
trigo (Atlas 66). Por outro lado, Kim et al. (2001) mostraram que a tolerancia ao Al do
triticale (xTriticosecale Wittmack) se deve ao genoma do centeio e ndo ao do trigo.
Estes factos convertem o centeio num potencial recurso para ser usado em programas de
melhoramento genético e daqui advém a sua importancia em estudos de tolerancia a este
metal.

Portugal € um pais bastante afectado pela acidez dos solos sendo a zona Norte do
pais a mais atingida por esta caracteristica (APA, 2010, www.apambiente.pt). Na
agricultura portuguesa ainda tem alguma importancia o cultivo de cereais e 0 centeio
tem uma grande expansdo no Norte do pais onde vérias populacdes, como o Alvao,
Lamego e Montalegre, analisadas neste estudo, tém sido cultivadas..

Segundo Pinto-Carnide e Guedes-Pinto (1995) existe uma grande variabilidade na
tolerancia ao Al entre populaces regionais de centeio. As populacdes regionais de
centeio que tém sido cultivadas durante longos anos em solos &cidos parecem ter
desenvolvido, de uma forma natural, variabilidade genética para a tolerdncia ao Al,
adaptando-se assim as condicOes locais (Pinto-Carnide e Guedes-Pinto, 1995; Matos,
2006).

As duas linhas (LAl e LA2) usadas como testemunhas, neste trabalho, foram

obtidas a partir da seleccéo de plantas para a sensibilidade e tolerancia da populacéo de
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Lamego. A linha LAL revelou-se sensivel a toxicidade do Al com apenas 0,79 mm de
média de recrescimentos enquanto a populagdo LA2 se revelou tolerante & presenca de
Al a concentracdo de 10 ppm com 3,73 mm de média de recrescimentos. O centeio LAl
alcancou 53,8 % de plantas sem recrescimentos enquanto o LA2 ndo obteve qualquer
planta sem recrescimento. Os valores da média dos comprimentos radiculares obtidos
por estas duas populagdes ndo foram muito diferentes (LAL1 — 33,31 mm e LA2 — 31,91
mm).

A linha pura Riodeva, proveniente de Espanha, tem sido caracterizada pela sua
elevada sensibilidade e, por isso, tem sido utilizada como testemunha sensivel (Gallego
e Benito, 1997; Matos et al., 2005; Matos, 2006). Neste estudo ndo apresentou qualquer
recrescimento radicular em nenhuma das plantas testadas alcangando assim 100 % de
recrescimentos nulos e apresentou comprimentos radiculares baixos (30,89 mm).
Confirma-se assim a elevada sensibilidade desta linha consanguinea e o seu valor como
testemunha neste tipo de ensaio.

A variedade Dankowskie Zlote, que é considerada uma cultivar tolerante ao Al e de
grande peso na cultura cerealifera polaca (Pinto-Carnide, 1990), obteve comprimentos
radiculares elevados (56,33 mm). Contudo, apresentou apenas 1,31 mm de média de
recrescimentos e 20 % das plantas com recrescimentos nulos. A maioria das plantas
(53,3 %) registou recrescimentos baixos, na clase 0 — 1,5 mm. Esta variedade, embora
utilizada como testemunha foi, dentro da espécie cultivada, aquela que se revelou menos
tolerante. Em estudos de tolerdncia ao Al em amostras de centeio de diferentes
localidades (Brasil e Equador), Kim et al. (2001) também obtiveram recrescimentos
superiores aos da variedade Dankowskie Zlote.

Entre as testemunhas usadas, o centeio Riodeva revelou-se mais sensivel que o
centeio LAl enquanto o centeio LA2 se mostrou mais tolerante que o centeio
Dankowskie Zlote. A elevada tolerancia das populacdes regionais de centeio
comparativamente a outras variedades europeias foi igualmente comprovado por Pinto-
Carnide e Guedes-Pinto (2000), onde a 30 e 40 ppm de Al as populacBes de centeio
portuguesas se revelaram mais tolerantes que as cultivares europeias.

As populagdes de Montalegre e Alvdo demonstraram um bom comportamento na
tolerancia ao Al, com uma media de recrescimentos de 3,04 e 2,61 mm,
respectivamente. Estas duas populagBes revelaram ser mais tolerantes do que a
testemunha tolerante Dankowskie Zlote. Contudo, a linha LA2, usada como

testemunha, teve um melhor comportamento do que estas duas populacGes. Isto vem
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realcar a eficiéncia da metodologia usada na seleccdo de duas linhas a partir de
populagdes regionais de Lamego. Conseguiu-se, ao fim de seis geracdes, obter uma
linha bastante tolerante (LAZ2), e outra linha (LA1) que, embora ainda ndo tenha a
caracteristica fixada, revela ja uma elevada sensibilidade, tendo-se apenas obtido 15,4 %
de plantas com recrescimentos consideraveis.

Pinto-Carnide (1990) e Pinto-Carnide e Guedes-Pinto (1995) verificaram que, a
concentragdo de 10 ppm, o centeio de Lamego registou um comportamento mais
tolerante do que o centeio de Montalegre e que, tal como neste trabalho, demonstraram
um melhor comportamento que a testemunha Dankowskie Zlote.

Pinto-Carnide (1990) n&o obteve qualquer planta sem recrescimentos nas
populagdes de Lamego e Montalegre. Matos (2006) comprovou, igualmente, a
tolerancia ao Al das populacGes de Lamego e de Montalegre, a concentracdo de 30 ppm.
Estes resultados sdo concordantes com Pinto-Carnide (1990) e Pinto-Carnide e Guedes-
Pinto (1995, 1999). Com concentracGes mais elevadas de Al (60 e 80 ppm), Pinto-
Carnide (1990) verificou que os valores dos recrescimentos eram bastante baixos.
Contudo, as populacGes regionais de Lamego e Montalegre obtiveram sempre valores
superiores a testemunha tolerante Dankowskie Zlote.

Dentro da espécie cultivada Secale cereale, para além das populacbes regionais
portuguesas, foram também estudadas duas variedades estrangeiras: Imperial e JNK.
Estas variedades revelaram um bom comportamento a tolerancia ao Al registando 14,21
e 5,33 mm de média de recrescimentos. Estes dois centeios, além de ndo apresentarem
nenhuma planta sem recrescimentos, alcancaram valores de recrescimentos superiores
as populacgdes regionais portuguesas (Alvao e Montalegre) e as testemunhas tolerantes.
Possuindo o centeio JNK além do complexo cromossomico normal, cromossomas
supranumerarios designados de cromossomas B (Schlegel e Pohler, 1994), poder-se-a
inferir da influéncia destes cromossomas nesta caracteristica. Este facto torna estas duas
variedades muito importantes como fontes de germoplasma sendo importante continuar
este tipo de estudos para avaliar o efeito deste tipo de cromossomas e caracteres
relacionados com stresses abidticcos e outros. Estes dois centeios provém de regides
gue se destacam por conter solos bastante acidos como o Sudeste Asiatico — Japdo
(JNK) e a America do Norte — Canada (Imperial) e, por esta razdo, podem ter
desenvolvido mecanismos de tolerancia ao Al.

Gallego e Benito (1997) também comprovaram a elevada tolerancia ao Al da

variedade japonesa JNK.
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Dado que ndo existem dados sobre o comportamento das espécies silvestres
relativamente a tolerdncia ao Al, incluiram-se neste estudo cinco espécies/subespécies
silvestres, nomeadamente, S. ancestrale, S. kuprijanovii, S. montanum, S. segetale e S.
vavilovii).

O S. vavilovii destacou-se por se revelar, a excepcdo do JNK, o centeio mais
tolerante. Este centeio conseguiu alcangar uma média de 12,82 mm de recrescimentos
atingindo 86,70 % das plantas, raizes com recrescimentos superiores a 3,50 mm. Para
além disso, esta espécie também alcancou os valores mais elevados de média de
comprimentos radiculares (77,40 mm). Sendo esta espécie autogdmica pode constituir
um material importante para estudos genéticos dada a maior facilidade de fixagdo desta
caracteristica.

S. montanum revelou um comportamento oposto com 75 % das plantas com
recrescimentos nulos. Entre os centeios silvestres foi 0 que se revelou mais sensivel ao
Al atingindo apenas 0,08 mm da média dos recrescimentos. Esta espécie, exceptuando
testemunha sensivel Riodeva, obteve os valores mais baixos de comprimentos
radiculares com 24,36 mm. Este centeio encontra-se, geralmente, em encostas secas,
rochosas e pedregosas (Oram, 1996) ndo estando, por isso, adaptado aos solos acidos e
dai poder provir a sua elevada sensibilidade a presenca do Al.

O S. kuprijanovii foi, dentro dos centeios silvestres, o segundo centeio mais
tolerante, alcancando 6,02 mm de média de recrescimentos com 40 % das plantas com
valores superiores a 3,50 mm. O S. ancestrale apenas apresentou uma planta sem
recrescimentos e registou uma média de recrescimentos de 3,82 mm.

De uma maneira geral, a excepcao do S. montanum, todos os centeios selvagens se
mostraram mais tolerantes que as testemunhas tolerantes. Pode-se entdo inferir da
elevada tolerancia encontrada nas espécies silvestres de centeio revelando-se de grande
importancia para a introgressao do seu material genético e melhoramento das espécies
cultivadas e seu melhoramento para introducéo em solos acidos.

Os recrescimentos radiculares sdao um parametro importante para avaliar a
tolerancia ao aluminio em vérias espécies vegetais como o centeio (Pinto-Carnide e
Guedes-Pinto, 2000; Kim et al., 2001), o trigo (Pinto-Carnide e Guedes-Pinto, 1995;
Karsai e Bedo, 1998; Kim et al., 2001), o triticale (Pinto-Carnide et al., 1990; Kim et
al., 2001) e a cevada (Ma et al., 1997; Wang et al., 2006). O seu comportamento em
laboratdrio da-nos ideia da sua capacidade para crescer em solos acidos (Polle et al.,

1978). As diferentes classes de recrescimentos obtidas sdo indicadoras da enorme
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variabilidade existente no centeio. A excepcdo do S. vavilovii, os centeios deste estudo
sdo todos alogamicos, portanto, na sua grande maioria, heterozigédticos, o que leva a
existéncia de uma grande diversidade de gendtipos pelo que se encontram umas plantas
sensiveis e outras tolerantes ao Al (Quadro 4.1).

Com este estudo conseguiu-se comprovar a grande variabilidade existente no
centeio ja comprovado por outros autores (Pinto-Carnide, 1990; Pinto-Carnide e
Guedes-Pinto, 1995, 1999, 2000; Kim et al., 2001). Verificou-se a existéncia de
variabilidade intraespecifica e interespecifica. Esta variabilidade também foi encontrada
noutras espécies relacionadas como no trigo (Pinto-Carnide e Guedes-Pinto, 1999; Kim
et al., 2001), no triticale (Pinto-Carnide e Guedes-Pinto, 1990; Kim et al., 2001) e na
cevada (Wang et al., 2006).

O germoplasma estudado revela-se de extrema importancia para programas de
melhoramento de centeio, onde 0s genotipos tolerantes poderdo ser seleccionados como
um potencial recurso de genes para introgressao em trigo, que tem um comportamento

mais sensivel, ou inclusdo no triticale ou outras espécies relacionadas como a cevada.

5.2- Marcadores Moleculares

Nas ultimas duas décadas, os marcadores moleculares tém sido cada vez mais
utilizados na deteccdo de genes, em estudos de genética molecular, de diversidade
genética, de melhoramento genético e de genética das populagdes revolucionando assim
a biologia (Biswas et al., 2010). Tal facto deve-se as inUmeras vantagens que estes
marcadores apresentam como, a sua ubiquidade, facilidade e rapidez no seu
desenvolvimento, o seu baixo custo, entre outras. Os dados moleculares tém-se
mostrado muito mais eficazes do que os dados fisioldgicos e morfolégicos fazendo com
que os marcadores moleculares sejam, em alguns casos, preferidos aos marcadores
bioquimicos e morfoldgicos.

Os RAPD:s e os ISSRs séo dois marcadores moleculares baseados na técnica da PCR
que tém ganho cada vez mais aceitacdo. O facto de ndo necessitarem de informacéo
prévia acerca das sequéncias alvo, de precisarem apenas de uma quantidade minima de
gDNA, de serem fiaveis, eficientes, rapidos e faceis de aplicar tem contribuido muito
para este aumento. Foi por estas razdes que estes marcadores foram seleccionados para

0 estudo da variabilidade genética entre os centeios.
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Neste  trabalho,  foram  efectuados  bulks  genéticos em cada
espécie/variedade/populacdo de centeio em estudo. Os bulk genéticos consistem na
formagdo de uma solugdo de trabalho de gDNA, por cada
espeécie/subespécie/variedade/populacdo, que contém uma mistura da mesma quantidade
de gDNA de todas as plantas de cada centeio.

Com a utilizacdo de amostras de bulks de DNA para a obtencdo de marcadores
RAPDs e ISSRs, pode ser amplificada uma mistura de sequéncias com diferentes graus
de homologia com o primer. A quantidade final de amplificacbes obtida passa a
depender da frequéncia de sequéncias contidas no bulk. A competicdo entre as
sequéncias depreende, que apenas um ndmero reduzido de sequéncias possiveis sao
efectivamente resolvidas, em bandas definidas no gel. Esta competi¢do ocorre, também,
na amplificacdo do DNA de uma planta individual mas, numa menor dimenséo, devido
ao baixo numero de sequéncias homologas ao primer (Loarce et al., 1996; Matos et al.,
2001).

O padrdo dos fragmentos obtido numa cultivar serd& composto pelos fragmentos
amplificados de sequéncias altamente representadas na amostra do bulk e que, portanto,
se encontram nas plantas individuais. Por outro lado, as sequéncias que sdo raras na
amostra do bulk de DNA terdo uma maior probabilidade de ser amplificadas na analise
do DNA de plantas individuais. Portanto, duas cultivares cujas diferengas estdo
relacionadas com sequéncias pouco representadas irdo mostrar uma elevada
similaridade quando sdo usados bulk de DNA em comparacdo ao obtido na analise de
plantas individuais. No entanto, o oposto ira ocorrer para dois cultivares distantes, pois,
dois cultivares cujas similaridades se reduzem a sequéncias pouco representadas irdo
mostrar uma menor distancia genética quando se fazem bulks de DNA do que quando se
estudam as plantas individuais (Loarce et al., 1996; Matos et al., 2001).

A anélise de bulks é bastante econdmica e rapida Contudo, ndo é possivel obter
informacdo acerca da variabilidade genética existente dentro das populagdes, apenas se
conseguindo avaliar a diversidade genética entre diferentes populacdes (Matos et al.,
2001; Fernandez et al., 2002). Quando se pretende analisar um grande numero de
amostras de plantas, como acontece neste estudo, a elaboracdo de bulks é um método
bastante eficaz para estudos de diversidade genética de grande escala (Tanyolac, 2003).
Foram varios os autores (Loarce et al., 1996; Matos et al., 2001; Fernandez et al., 2002;
Tanyolac, 2003; Muthusamy et al., 2008) que utilizaram bulks nos seus estudos e que

comprovaram a sua eficacia e utilidade. Para a fase inicial deste estudo é de grande
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utilidade fazer bulks de DNA, pois, apenas se pretende avaliar a variabilidade genética

existente entre os centeios em estudo e analisar as distancias genéticas.

5.2.1- Polimorfismo dos marcadores moleculares

Uma caracteristica que tem sido destacada nos marcadores RAPDs e ISSRs € a sua
natureza polimorfica. O polimorfismo revela-se de extrema importancia, pois indica a
variacdo existente entre diferentes cultivares sejam eles da mesma espécie ou de
espécies diferentes. Logo, a presenga de polimorfismo é essencial nos estudos de
variabilidade genética como é o caso deste trabalho.

Nos centeios em estudo, foram encontrados valores bastante elevados de
polimorfismo tanto com os marcadores RAPDs (60,33 %) como com 0s marcadores
ISSRs  (76,17%). Os treze centeios (cinco espécies silvestres e oito
populacdes/variedades cultivadas) obtiveram-se 435 marcadores de PCR (242 RAPDs e
193 ISSRs) onde 293 se revelaram polimdrficos (146 RAPDs e 147 ISSRs). Os
marcadores ISSRs apresentaram-se mais polimdrficos que os marcadores RAPDs.

Tal facto foi, igualmente, comprovado por Raina et al. (2000), Matos et al. (2001),
Fernandez et al. (2002) e Tanyolac (2003), também em estudos de relacdes filogenéticas
e/ou de diversidade genética em amendoim, centeio, cevada e cevada silvestre,
respectivamente.

Matos et al. (2001) obtiveram 82 % de polimorfismo nos marcadores ISSRs e
apenas 36 % nos marcadores RAPDs em estudos de relagdes filogenéticas entre centeios
portugueses, enquanto Fernandez et al. (2002) obtiveram 83 % de polimorfismo nos
marcadores ISSRs e apenas 63 % de polimorfismo nos marcadores RAPDs em estudos
de diversidade genética de cultivares de cevada. Os valores de polimorfismo obtidos por
estes autores ndo foram muito discrepantes dos que foram obtidos neste trabalho a
excepc¢do do valor dos marcadores RAPDs (36 %) dos autores Matos et al. (2001) que
foi bastante inferior. Isto pode justificar-se porque estes autores fizeram um estudo de
diversidade geneética entre populacdes de centeio cultivado enquanto neste estudo se
estudaram espécies diferentes do género Secale.

Tanyolac (2003) fez estudos de variabilidade genética entre populagGes da espécie
de cevada selvagem (Hordeum vulgare subsp. spontaneum) e apenas conseguiu obter 27

e 32 % de polimorfismo com os marcadores RAPDs e ISSRs, respectivamente. A
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diferenca de polimorfismo entre os dois marcadores ndo é muito discrepante apesar dos
ISSRs se revelarem mais polimorficos. Contudo, hé& que ter em atencdo que o numero de
primers de RAPDs (22) é bastante superior ao numero de primers de ISSRs (4). Raina et
al. (2000) também alcancaram valores mais baixos de polimorfismo com 0s mesmos
marcadores, tendo obtido 42,70 % de polimorfismo com RAPDs com um numero
semelhante de primers (21) e 54,40 % com ISSRs com um ndmero superior de primers
(29) na determinacéo da diversidade genética e das relacdes filogenéticas de cultivares e
especies selvagens de amendoim.

No entanto, também houve casos onde os marcadores RAPDs se revelaram mais
polimérficos que os marcadores ISSRs (Muthusamy et al., 2008 e Biswas et al., 2010).
Ao estudar a variabilidade genética de espécies diferentes do género Citrus, Biswas et
al. (2010) conseguiram valores elevados de polimorfismo com apenas seis primers tanto
de RAPDs (92,11 %) como de ISSRs (84,85 %). Por sua vez, Muthusamy et al. (2008)
alcancaram 70,30 % de polimorfismo nos marcadores RAPDs e apenas 61,79 % nos
marcadores ISSRs ao analisar a variagdo genética de populagdes de Vigna umbellata.
Contudo, estes autores utilizaram o dobro de primers de RAPDs (74) em comparagdo
com os primers de ISSRs (37) utilizados, sendo também uma grande discrepancia em
relagdo ao nimero de primers utilizados neste trabalho, tendo em conta que se alcancou
uma percentagem de polimorfismo muito similar.

Em estudos de diversidade genética entre amostras de centeio, 0s marcadores ISSRs
sdo escassos havendo mais informacdo atraves dos marcadores RAPDs. Ma et al. (2004)
alcangaram 67,16 % de polimorfismo com 27 primers de RAPDs. No entanto, o valor de
bandas polimorficas/primer foi inferior ao constatado neste estudo. Loarce et al. (1996)
com um ndmero mais elevado de primers de RAPDs (33) apenas conseguiram 45 % de
polimorfismo. Persson et al. (2001), com apenas quinze primers, conseguiram encontrar
marcadores RAPDs com 68,90 % de polimorfismo entre cultivares de centeio e Igbal e
Rayburn (1994) obtiveram entre 9 a 72 % de polimorfismo.

Neste estudo, encontraram-se 22 bandas unicas com treze primers de RAPDs e 42
bandas Unicas com quinze primers de ISSRs nas seis espécies estudadas. As bandas
Unicas revelam-se de grande importancia pois podem ser convertidas em marcadores
STS podendo assim detectar polimorfismos e fingerprints de DNA. Matos et al. (2001)
encontraram oito bandas Unicas em cinco populacdes de centeio com marcadores
RAPD:s e 24 bandas Unicas em oito populagfes com apenas seis primers de ISSRs. Por

sua vez, Fernandez et al. (2002) encontraram 15 e 34 bandas Unicas com marcadores
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RAPDs e ISSRs, respectivamente, em 14 cultivares de cevada. Mais uma vez, 0s
marcadores ISSRs revelaram-se mais informativos que os marcadores RAPDs.

Estas bandas deverdo, posteriormente, ser analisadas individualmente de forma a
confirmar a sua presenca/auséncia em todas as plantas de uma determinada
especie/variedade/populacéo ou se se limitam a algumas plantas e dai poder fazer a sua
caracterizagéo.

Ainda neste estudo, os RAPDs alcancaram uma média de 6,95 bandas
polimorficas/primer enquanto os ISSRs obtiveram uma media de 9,19 bandas
polimorficas/primer. Os ISSRs revelaram-se mais eficazes pelo facto de conseguirem
um maior numero de bandas informativas numa unica amplificagdo. Tal facto foi,
igualmente, constatado por Matos et al. (2001), Fernandez et al. (2002) e Tanyolac
(2003). Todos estes autores, para além de terem obtido um maior polimorfismo com os
marcadores ISSRs, também obtiveram uma maior média de bandas polimdrficas/primer
tal qual como aconteceu neste estudo. E de notar o elevado nimero de bandas
polimorficas/primer obtido pelos autores Matos et al. (2001): 15,25 para os marcadores
RAPDs e 31,11 para os marcadores ISSRs. O mesmo aconteceu com oS autores
Fernandez et al. (2002): 7,9 para os marcadores RAPDs e 19 para os marcadores ISSRs.
Por sua vez, Tanyolac (2003) apenas obteve 2,04 bandas polimérficas/primer com os
RAPDs e 2,75 com 0s ISSRs, valores bastante inferiores aos registados neste estudo.

Raina et al. (2000) obtiveram um maior nimero de bandas polimarficas/primer com
0os RAPDs (4,4) em comparacdo com o0s ISSRs (2,3) tendo obtido um maior
polimorfismo com os marcadores ISSRs. Estes valores também foram inferiores aos
obtidos neste trabalho.

Loarce et al. (1996), Persson et al. (2001) e Ma et al. (2004) que apenas utilizaram
os marcadores RAPDs em amostras de centeio, conseguiram 2,03, 3,87 e 6,85 bandas
polimérficas/primer, respectivamente. Apenas Ma et al. (2004) alcangou um ndmero
semelhante ao obtido neste estudo, tendo 0s restantes obtido valores bastante inferiores.

Contrariamente, Muthusamy et al. (2008) e Biswas et al. (2010) que tinham
alcangado um maior polimorfismo com os marcadores RAPDs, também obtiveram um
maior numero de bandas polimdrficas/primer com os RAPDs. Muthusamy et al. (2008),
apesar de terem utilizado o dobro de primers com os marcadores RAPDs, o valor de
bandas polimorficas/primer obtido ndo foi muito discrepante entre os dois marcadores:

9,71 para 0s RAPDs e 8 para 0s ISSRs. Ja Biswas et al. (2010), alcancaram valores t&o
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elevados de polimorfismo com ambos os marcadores e apenas obtiveram 5,83 bandas
polimorficas/primer com os RAPDs e 4,67 com o0s ISSRs.

Matos et al. (2001) e Fernandez et al. (2002) utilizaram também isoenzimas nos
seus estudos em centeios e cevadas, obtendo somente 26 e 33 % de polimorfismo,
respectivamente. Por outro lado, Loarce et al. (1996), para além dos marcadores
RAPDs, utilizaram também os marcadores RFLPs no seu estudo observando apenas 42
% de fragmentos polimorficos. Por sua vez, Chikmawati et al. (2005) necessitaram de
80 combinacbes de primers para conseguir 69,8 % de polimorfismo com marcadores
AFLPs em estudos de relacdes filogenéticas entre espécies do género Secale. Verificou-
se assim que, de facto, uma grande vantagem dos marcadores moleculares sobre os
bioquimicos (isoenzimas) é a sua natureza polimérfica. Além disso, comprovou-se 0
elevado polimorfismo atribuido aos marcadores moleculares RAPDs e ISSRs em
comparagdo com outros (RFLPs e AFLPs).

No entanto, os marcadores RAPDs e ISSRs também apresentam uma desvantagem
comum que deve ser contornada, 0 seu caracter dominante. Liu et al. (1994) sugeriram
que analisando um grande namero de loci, através de varios primers, poderia aumentar
0 poder estatistico da técnica de RAPDs. Estes autores consideraram necessario a
utilizacdo de 10 a 15 primers (60-100 bandas polimorficas) de RAPDs para avaliar de
forma adequada os niveis de variabilidade genética e as relacGes genéticas efectuadas
dentro e entre acessions de plantas. Por seu lado, Persson et al. (2001) consideraram
suficientes 15 primers de RAPDs com 60 bandas reprodutiveis. Neste estudo, foram
utilizados 21 primers de RAPDs onde se obtiveram 242 bandas e 16 primers de ISSRs
onde amplificaram 193 bandas. Isto sugere-nos que 0s nossos dados sdo suficientes para
obter estimativas de diversidade genética e de distancias entre as diferentes amostras de
centeio. Pode-se constatar que quanto maior for o nimero de primers utilizados num
determinado estudo maior sera a probabilidade de detectar polimorfismos de DNA e
mais nos aproximamos de uma amostragem significativa do genoma.

Matos et al. (2001) indicaram que a combinacdo dos marcadores RAPDs e ISSRs
produziam uma melhor estimativa para formar relacbes genéticas e que ambos 0s
marcadores conseguiam produzir dendrogramas precisos caso estivessem presentes num
namero suficiente.

Para além da dominéncia, os RAPDs também apresentam outra desvantagem, a sua
falta de reprodutibilidade. Este factor deriva da sua sensibilidade perante alteraces nas

condicBes da técnica da PCR. Igbal e Rayburn (1994) e Ma et al. (2004) conseguiram
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obter resultados bastante reprodutiveis mantendo as condi¢des constantes. Também
neste estudo se mantiveram sempre as mesmas condi¢des de amplificacdo e conseguiu-
se obter reproducdo de resultados com eficacia, o que foi confirmado com repeticées de
cada reaccao.

A analise de RAPDs e de ISSRs demonstraram ser métodos efectivos para detectar

0s niveis de polimorfismo no centeio.

5.2.2- Estudo da variabilidade genética

A variabilidade genética das plantas resulta das interaccGes de mutacdo, seleccéo,
deriva genética aleatéria e migracdo diferencial. A pressao mutacional e a pressdo
selectiva sdo os principais factores que vao alterando o nivel do equilibrio genético. Os
isolamentos reprodutivos, ecoldgicos e geograficos tiveram todos efeitos marcantes nos
graus de diversidade genética dentro das espécies (Max et al., 1978 citado por Ma et al.,
2004). A diversidade genética providencia opcOes para desenvolver, através da seleccao
e do melhoramento genético, culturas novas e mais produtivas que Sd0 menos
vulneraveis aos stresses bidticos e abidticos (Tanyolac, 2003; Rao, 2004). E, por isso,
importante manter uma diversidade genética, principalmente nas espécies cultivadas
(Tanyolac, 2003).

Existem vérios tipos de marcadores eficazes para as mais diversas anlises
genéticas. A escolha da técnica mais apropriada para um determinado estudo nédo é de
todo Gbvia e depende, principalmente, do objectivo da pesquisa e da biologia e estrutura
genética das espécies (Biswas et al., 2010). Para determinar as relacdes genéticas entre
as amostras de centeio em estudo, foram utilizados 21 primers de RAPDs e 16 primers
de ISSRS, referidos anteriormente. Este tipo de marcadores origina padrdes distintos de
fragmentos de DNA que permitem a deteccdo e andlise de variacBes a nivel das
sequéncias do DNA.

As relacbes genéticas entre centeios da mesma espécie e centeios de espécies
diferentes ainda ndo foram totalmente determinadas, principalmente no que concerne as
especies silvestres. A taxonomia e a origem do género Secale continuam a ser temas
muito controversos apesar do elevado nimero de estudos efectuado ao longo dos anos.
Para além disso, o centeio é uma cultura de grande importancia econémica e que se

distribui pelo mundo inteiro. Torna-se, assim, um factor determinante efectuar estudos
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de variabilidade genética entre amostras diferentes de centeio a fim de obter mais dados
para uma melhor caracterizagdo das relagdes genéticas e um melhor conhecimento do
seu genoma para questdes de melhoramento. Os marcadores moleculares ISSRs e
RAPDs séo boas ferramentas para este tipo de abordagem derivado ao elevado grau de
polimorfismo que apresentam. Tem sido descrito que a capacidade de determinar a
variabilidade genética pode estar mais directamente relacionada com o nimero de
polimorfismos encontrado do que propriamente pelo tipo de marcador escolhido
(Sivaprakash et al., 2004).

Foram realizados trés dendrogramas: um com os marcadores ISSRs, outro com 0s
marcadores RAPDs e um ultimo com a combinagéo destes dois marcadores, utilizando o
coeficiente Simple Matching — SM por permitir a caracterizacdo de plantas relacionadas.
Este coeficiente parece ser o mais adequado para estudos com marcadores dominantes
por considerar como um factor de similaridade, tanto a presenca como a auséncia de
bandas (Laurentin, 2009). Bolibok et al. (2005) demonstraram que se conseguem obter
dendrogramas distintos usando marcadores, metodos estatisticos e coeficientes
diferentes, o que leva a concluir que se torna vantajoso utilizar varios recursos de
polimorfismo obtendo relagcdes genéticas com diferentes marcadores e, se possivel, com
diferentes métodos estatisticos tornando os estudos de diversidade genética mais fiaveis.

A andlise de clusters coloca os individuos em grupos numa estrutura hierarquica,
onde a similaridade é méaxima para os individuos que pertencem ao mesmo grupo e
minima para os individuos inseridos em grupos diferentes (Laurentin, 2009).

Os dados de ambos os marcadores (RAPDs e ISSRs) foram combinados pelo facto
de formarem dendrogramas mais fiaveis, pois a informacdo referente a proximidade
genética providenciada por um dos marcadores é reforcada pelos dados obtidos com o
outro marcador. Loarce et al. (1996) confirmaram os seus resultados com a combinacgéo
de marcadores RFLPs e RAPDs. Matos et al. (2001) também confirmaram os seus
dados combinando os marcadores RAPDs e ISSRs em comparagdo com 0s marcadores
bioquimicos (isoenzimas).

A combinagéo dos dois marcadores originou um agrupamento principal (Grupo 1),
constituido por onze centeios e dois grupos divergentes, formados pela linha
consanguinea Riodeva (Grupo 1) e pelo centeio JNK (Grupo Il1). Dentro do grupo I,
formaram-se ainda dois subgrupos (A e B).

O grupo B juntou as duas linhas da populagéo regional de Lamego (LAl e LA2)ea

populacéo regional de Montalegre, todas provenientes da regido de Tras-os-Montes. As
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variacdes genéticas que se observam nas populac¢Ges sdo muito limitadas pois, durante o
periodo de cultivo das espécies, podem ter resultado como uma adaptagdo as condicdes
locais edafo-climéticas, o que pode ter resultado numa base genética restrita (Seehalak
et al., 2006).

No estudo de relagdes filogenéticas entre centeios portugueses, Matos et al. (2001),
com os marcadores ISSRs e RAPDs combinados, também juntou no mesmo grupo as
populacdes de Lamego e Montalegre, ficando a populacdo Alvdo separada, tal como
acontece neste estudo.

Tanyolac (2003) conseguiu separar populacdes de cevada em dois grandes grupos
conforme a sua distribui¢do geografica utilizando marcadores RAPDs e ISSRs. Também
Ma et al. (2004) conseguiram fazer agrupamentos de variedades de centeio de acordo
com as suas localizacGes geograficas, com marcadores RAPDs.

Isto vem demonstrar que, na evolucdo do centeio, a diversidade genética € mais
influenciada pelo isolamento temporal e ecoldgico do que pelo isolamento geografico e
espacial (Ma et al., 2004).

O grupo A juntou trés espécies/subespécies silvestres (S. ancestrale, S.
kuprijanowvii e S. vavilovii) e trés cultivares (Alvdo, Imperial e Dankowskie Zlote). Na
figura 1.3 verificou-se que estes centeios tém centros de origem muito proximos,
podendo advir dai a sua semelhanca. Actualmente (GRIN, 2010, http://www.ars-
grin.gov), o S. ancestrale é considerado uma subespécie do S. cereale, o que justifica a
sua proximidade a estes cultivares. Assim como o S. cereale, o S. vavilovii também é
uma espécie anual e, segundo Kush (1963), origina hibridos férteis entre elas, dai serem
tdo relacionadas. Contudo, assim como aconteceu neste trabalho, esta espécie tem-se
revelado muito proxima da espécie cultivada (Shang et al., 2006) ndo existindo
diferencas claras entre as subespécies de S. cereale ( De Bustos e Jouve, 2002).

O S. kuprijanovii é uma subespécie perene ao contrario das restantes que sao anuais.
No entanto, os estudos de Del Pozo et al. (1995) com o algoritmo UPGMA também
agruparam esta subespécie com o S. cereale.

Akhavan et al. (2009) encontraram uma elevada diversidade genética dentro da
espécie cultivada, podendo estar relacionada a adaptacdo dos cultivares a condicdes
ecologicas diferentes. O mesmo pode suceder com a populacdo Alvao que ficou num
grupo diferente dos centeios de Lamego e Montalegre.

O S. segetale, assim como o S. ancestrale, € considerado uma subespécie do S.

cereale e, por isso, se manteve junto das cultivares de centeio. Na caracterizacdo de
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sequéncias de rDNA ITS, De Bustos e Jouve (2002) também obtiveram um cluster com
0 S. segetale, 0 S. ancestrale e 0 S. cereale.

O S. montanum, embora tenha ficado inserido dentro do grupo principal, ficou
isolado mantendo o mesmo grau de similaridade com os restantes centeios. Este centeio
tem sido proposto como o antecessor directo do centeio cultivado por alguns autores
(Vences et al., 1987; De Bustos e Jouve, 2002) e talvez por ser a espécie mais antiga
deste estudo se tenha mantido afastada.

Akhavan et al. (2009) para além de agrupar o S. ancestrale com o S. cereale,
também obtiveram o S. montanum isolado.

Os dois centeios divergentes pertencem ambos ao S. cereale. O Riodeva é uma
linha consanguinea e talvez por este facto se afastou do resto dos centeios enquanto o
JNK possui cromossomas supranumerarios, os cromossomas B. Este centeio foi o que
se afastou mais das restantes amostras, provavelmente, por possuir esta caracteristica.

Shang et al. (2006), através de microssatélites, obtiveram um agrupamento
semelhante ao nosso grupo I, com as seguintes espécies: S. ancestrale, S. cereale, S.
segetale e S. vavilovii. O S. kuprijanovii apareceu no cluster mais préximo e o S.
montanum surgiu mais afastado.

Chikmawati et al. (2005), aplicando AFLPs, conseguiram separar centeios anuais
dos perenes. Tal facto ndo aconteceu neste estudo, visto 0s centeios perenes (S.
montanum e S. kuprijanovii) terem ficado no mesmo grupo que os anuais. No entanto,
ndo houve diferenciacdo entre centeios cultivados e centeios silvestres, exactamente
como neste estudo. Foi, igualmente, comprovado pelo nosso estudo que existe um
grande grau de similaridade entre o centeio cultivado e o centeio silvestre. Foi
demonstrado que tanto morfologicamente como geneticamente todos os taxa anuais sdo
similares entre eles ndo se podendo discrimina-los (Chikmawati et al., 2005).

De uma forma geral, houve uma grande semelhancga entre os trés dendrogramas
obtidos. O mesmo aconteceu com Raina et al. (2001) e Kochieva et al. (2006). As
principais diferencas entre o dendrograma obtido através dos marcadores RAPDs e 0
dendrograma efectuado com os marcadores ISSRs reflectiram-se nas espécies silvestres,
S. ancestrale, S. kuprijanovii e S. segetale.

No dendrograma obtido com os RAPDs, o S. ancestrale agrupou com a populacéo
Alvao e a variedade Imperial, o S. kuprijanovii juntou-se as populacGes regionais
portuguesas (Montalegre e Lamego) e o S. segetale situou-se no mesmo subgrupo da

espécie selvagem S. vavilovii, e da variedade D. Zlote. No dendrograma dos ISSRs, 0 S.
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ancestrale agrupou com o S. kuprijanovii embora se tenha mantido no mesmo grupo da
populagéo Alvéao e da variedade Imperial e o S. segetale isolou-se mas manteve-se no
grupo principal onde se inseriram também a espécie selvagem S. vavilovii e a variedade
D. Zlote.

As diferencas encontradas nos dendrogramas obtidos com os dados dos RAPDs e
dos ISSRs pode ser em parte explicada pelo diferente nimero de produtos de PCR
analisados com cada marcador (242 RAPDs e 193 ISSRs). Isto vem reforcar a
importancia do numero de loci analisados para obter relacbes genéticas fiaveis
(Fernandez et al., 2002).

Os marcadores RAPDs e ISSRs podem ser efectivamente usados, tanto
individualmente como combinados, para determinar relacdes genéticas entre gendtipos

de centeio.

5.3- Andlise da variabilidade do gene AACT1 (MATE1)

Relativamente a andlise dos exdes do gene MATE € de salientar o elevado grau de
variabilidade existente nas sequéncias estudadas, o que confirma a potencialidade destes
estudos, quer na caracterizacdo dos mecanismos da tolerancia ao aluminio, quer na
analise filogenética.

O exdo que apresentou maior variabilidade varia com as sequéncias envolvidas na
comparagdo: o exdo 1 no caso dos centeios cultivados e o0 exdo 4 quando se analisa um
representante de cada espécie do género Secale.

E de salientar o caso do ex&o 1 que apresenta uma elevada variabilidade com um
elevado nimero de SNPs e o Unico com INDELs. Os INDELs detectados no exéo 1
resultam numa alteracdo na proteina com a presenca de mais dois aminoacidos.

Este estudo muito preliminar deve ser continuado para confirmacdo dos resultados
obtidos, para continuar a procurar SNPs associados a tolerancia e a sensibilidade, nestes
exdes e nos outros exdes deste gene.

Com as sequéncias de todos os exdes serd efectuada a andlise das relacOes

filogenéticas, procurando compreender a evolugédo deste gene.
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6- Conclusdes

Este estudo confirmou a cultura em solugdo nutritiva como um método eficaz e
rpido para avaliar a tolerdncia ao aluminio dos genotipos de centeio, permitindo a
classificacdo das plantas em tolerantes ou sensiveis.

Com os resultados obtidos, foi possivel verificar que a metodologia aplicada para
obter as duas linhas da populagéo regional de Lamego, usadas como testemunhas, se
revelou eficiente para fixar determinadas caracteristicas como a sensibilidade e a
tolerancia ao aluminio.

Confirmou-se a elevada sensibilidade atribuida a linha consanguinea Riodeva. A
variedade Dankowskie Zlote, embora seja considerada uma cultivar tolerante ao
aluminio, registou valores baixos de tolerancia.

O centeio JNK mostrou-se muito tolerante ao aluminio. Tal facto podera dever-se a
presenca dos cromossomas supranumerarios, cromossomas B, pelo que este estudo
deveré ser continuado para sua confirmagao.

Os centeios quecresceram ao longo dos tempos em areas com problemas de acidez
dos solos revelaram um bom comportamento a presenca do aluminio. Este facto vem
demonstrar que estes centeios podem ter desenvolvido mecanismos de tolerancia ao
aluminio e a sua importancia como fonte de variabilidade genética.

De uma forma geral, as espécies/subespécies silvestres revelaram alguma tolerancia
ao aluminio.

Ficou confirmada a elevada tolerancia que caracteriza o centeio, a uma
concentracdo de 10 ppm de aluminio. Contudo, constatou-se uma elevada variabilidade
entre as diferentes espécies e dentro da mesma espécie. Num posterior estudo, devera
avaliar-se os centeios a concentracfes mais elevadas de modo a obter-se uma melhor
caracterizacdo quanto a tolerancia ao aluminio.

Este germoplasma mostrou ter potencial interesse para ser utilizada em programas
de melhoramento genético, seleccionando genotipos tolerantes para introgressao em
espécies relacionadas.

Relativamente ao estudo da variabilidade genética através de marcadores
moleculares verificou-se que os bulks genéticos foram Gteis na determinacdo de relacGes

filogenéticas e na detecgéo de variabilidade genética.

77



Conclusoes

Os marcadores moleculares RAPDs e ISSRs evidenciaram um elevado grau de
polimorfismo o que vem a comprovar a sua utilidade em estudos de diversidade
genética.

A combinacédo dos marcadores aumentou a fiabilidade deste estudo visto haver uma
maior abrangéncia do genoma, mais informacdo e os dados de ambos se
complementarem.

Alguns centeios ficaram agrupados conforme a sua localizacdo geografica. Nao
houve diferenciacdo entre os centeios cultivados e os silvestres nem entre 0s centeios
anuais e 0s perenes.

A grande variabilidade detectada nas sequéncias dos trés exdes do gene MATE, de
plantas tolerantes e sensiveis das diferentes espécies, com a existéncia de varios SNPs e
INDELSs, confirmou a importancia deste estudo e das potencialidades da andlise deste
gene. Estes estudos irdo prosseguir com a confirmacdo destes resultados preliminares

com a analise das sequéncias dos restantes exdes e com estudos a nivel do cDNA.
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